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ACE    Angiotensin Converting Enzyme 
AEC    3-Amino-9-Ethylcarbazol 
AGEs    engl. advanced glycation endproducts  
AJ    engl. adherens junctions (Adhäsionskontakt-Protein)  
ATP    Adenosintriphosphat 
bFGF    engl. basic Fibroblast Growth Factor 
BH4    Tetrahydrobiopterin  
BSA    bovines Serum Albumin 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
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CO2    Kohlenstoffdioxid 
CRE    engl. cAMP-response-element 
CREB    engl. cAMP-response-element binding protein 
DAG    Diacylglycerol 
DAPI    4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DPBS engl. Dulbecco 's phosphate buffered saline (Dublecco 
phosphatgepufferte Salzlösung) 
eNOS    endotheliale NO-Synthase 
EPC    engl. endothelial progenitor cell (endothelialen Vorläuferzellen) 
FAD    Flavinadenindinukleotid 
FADH2   reduziertes Flavinadenindinukleotid 
FCS    Fetales Kälberserum 
GlcNAc   N-Acetylglucosamin 
GP    Glykoprotein 
HUVEC engl. human umbilical vein endothelial cells (humane umbilikale 
venöse Endothelzellen) 
ICAM-1   engl. intracellular adhesion molecule 1 
KHK    koronare Herzerkrankung 
mRNA   engl. messenger ribonucleic acid 
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MST    Medium-Serum-Triton 
NADH   reduziertes Nicotinamidadenindinukleotid 
NADP+   Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
NADPH   reduziertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
NBT    Nitroblue Tetrazolium 
NFκB engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated 
B-cells 
NO    engl. nitric oxide (Stickstoffmonoxid)  
NOS    NO-Synthase 
PAEC engl. porcine aortic endothelial cells (porcine 
Aortenendothelzellen) 
PBS    engl. phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 
PBT    PBS mit Tween 
PCI engl. percutaneous coronary inervention (perkutane 
Koronarintervention) 
PKA    Proteinkinase A 
PKC    Proteinkinase C 
RAGE    AGE Rezeptoren 
ROS    engl. reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffverbindungen) 
SEM    engl. standart error of mean (Standartfehler) 
TBS    engl. Tris-Hydroxymethylaminomethane buffered saline 
TGF- β1 engl. transforming growth factor-β1 (transformierende 
Wachstumsfaktor-β1) 
UDPGlcNAc   Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin  
VCAM-1   engl. vascular cell adhesion molecule 1 
VE-cadherin   engl. vascular endothelial cadherin 





Das Herz und das vaskuläre System sorgen dafür, dass der Körper durch einen regelrechten 
Blutfluss genügend Sauerstoff und Nährstoffe für Organe und Gewebe erhält. Das vaskuläre 
System besteht aus verschiedenen Gefäße: Venen, Arterien und Kapillaren. Diese Gefäße sind 
innen mit einem Endothel-Monolayer ausgekleidet. Die Aktivität des Endothels ist nicht so 
offensichtlich wie zum Beispiel die Aktivität von Myozyten. Nichtdestotrotz trägt es in 
besonderem Maße zur Herz- und Kreislauf-Funktion bei. Das Endothel bildet die Grenze 
zwischen Blut und weiteren Schichten der Gefäßwand sowie den restlichen Geweben des 
Körpers. Durch seine günstige Lage ist das Endothel am Transport von Gasen, Nährstoffen und 
Leukozyten vom Blut in das umliegende Gewebe, an der Blutdruckregulation sowie dem Erhalt 
des gleichmäßigen, laminaren Blutflusses beteiligt. Dies macht das Endothel zu einem der 
wichtigsten Akteure des Körpers für die Erhaltung der Homöostase. Das Endothel reguliert den 
Blutfluss durch die parakrine Sekretion von Stickstoffmonoxid (engl. nitric oxide, NO), 
Prostacyclin und Endothelin-1 (Potenza et al., 2009) und ebenso mit seinem 
Oberflächenenzym, Angiotensin Converting Enzyme (ACE), modifiziert es ein zirkulierendes 
Peptid zu einem vasokonstriktiv wirkenden Peptid - Angiotensin II. Durch die Nähe zu den 
glatten Muskelzellen der Gefäße beeinflussen die Endothelzellen auch die Funktion der 
Myozyten. Diese enge Zusammenarbeit des Endothels mit der glatten Muskulatur der Gefäße 
ist nicht zu vernachlässigen, da die Reaktion der Gefäße auf regulatorische Stoffe, wie z.B. 
Acetylcholin, mit verletztem beziehungsweise funktionsvermindertem Endothel sogar paradox 
sein kann (Furchgott & Zawadzki, 1980), so dass Acetylcholin in Anwesenheit von Endothel 
eine Relaxation, in Abwesenheit aber eine Kontraktion des Gefäßes bewirkt. Das Endothel 
reguliert die Blutgerinnung durch Bildung anti- und prothrombotische Faktoren wie Tissue 
factor, Thrombomodulin, von-Willebrand-Faktor (vWF), endothelialer Protein C Rezeptor, 
NO, Prostaglandin I2 und weitere (Esmon & Esmon, 2011). Die Initiierung der Gerinnung 
beginnt sogleich, wenn das Endothel seine schützende Funktion zum Beispiel durch 
Abwesenheit nach einer Verletzung nicht mehr erfüllt und Tissue Factor oder Kollagen, die 
Gerinnungskaskade aktivieren können, ins Blut freigesetzt werden. Nicht zu vernachlässigen 
ist ebenso die inflammatorische Funktion des Endothels, für die Adhäsion und Migration der 
Leukozyten eine bedeutende Rolle spielt. Dabei sind verschiedene Proteine wie P- und 
E-Selektine, ICAM-1 (engl. intracellular adhesion molecule 1), VCAM-1 (engl. vascular 
adhesion molecule 1) und andere zu erwähnen (Potenza et al., 2009). Sie dienen 
Leukozytenrekrutierung und werden im inflammatorischen Zustand vermehrt exprimiert 




Gefäßoberfläche zuständig während ICAM-1 und VCAM-1 der Adhäsion der Zellen dienen 
(Dore et al., 1993; Ley et al., 2007; Olofsson et al., 1994). Dabei ist E-Selektin am 
spezifischsten für das aktivierte Endothel. Eine erhöhte Konzentration von E-Selektin ist mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren sowie einer ungünstigen Prognose von kardiovaskulären 
Erkrankungen assoziiert (Hwang et al., 1997).  
Wenn das Endothel beeinträchtigt ist, verursacht dies weitreichende Probleme, da die 
Funktionen des Endothels vielfältig sind. Endotheliale Dysfunktion kann man als einen Zustand 
des Endothels bezeichnen, bei dem die physiologischen Homöostase-erhaltenden 
Eigenschaften sich zu einem vasokonstriktiven, proinflammatorischen und prothrombotischen 
Zustand hin verschieben. Dabei werden Produktion und Freisetzung von erwähnten Mediatoren 
beeinträchtigt. Die Mediatoren werden über- und unterexprimiert, was zu einem 
Ungleichgewicht führt und somit den Erhalt der Homöostase hindert. Eine wichtige Stellung in 
der Gefäßhomöostase nimmt das NO ein. Dieses Molekül ist der stärkste und dadurch 
wichtigste Vasodilatator des Körpers, welcher sich an der Suppression der inflammatorischen 
Reaktion, der Inhibition des Gefäßremodelings und der Blutgerinnung beteiligt und damit den 
laminaren Blutfluss fördert. Vor diesem Hintergrund kann die NO-Bioverfügbarkeit als Marker 
der endothelialen Dysfunktion dienen. Die NO-Bioverfügbarkeit ist von der NO-Produktion 
durch die NO-Synthase (NOS) und dem NO-Abbau oder -Zerfall abhängig.  
Verschiedene Krankheiten können zur Dysfunktion von Endothel führen, wobei heutzutage 
eine der bedeutendsten und wichtigsten chronischen Krankheiten der Diabetes mellitus ist. 
Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die durch Insulinmangel (Typ I) 
oder Insulinresistenz (Typ II) gekennzeichnet ist und mit einem erhöhten Blutzuckerspiegel 
(Hyperglykämie) einhergeht. Der weiter verbreitete Diabetes mellitus Typ II wird häufig als 
Zufallsbefund, meistens bei über 40-jährigen Patienten diagnostiziert, und ist mit Adipositas 
und Dyslipidämie assoziiert. In letzten Jahrzehnten stieg die Prävalenz der Erkrankung, vor 
allem des Diabetes mellitus Typ II, massiv an (NCD-RisC, 2016). Dies hat nicht nur steigende 
Gesundheitskosten, die pro Jahr in Deutschland schon ca. 13,1 Mrd. Euro betragen (Korber et 
al., 2013), sondern auch eine steigende Prävalenz von Begleiterkrankungen zur Folge. Zu 
nennen sind diabetische Nephropathie, diabetische Retinopathie, diabetische Neuropathie 
sowie das Fußsyndrom, und ebenfalls eine verschlechterte Prognose der weiteren 
Erkrankungen, wie arterielle Hypertonie oder Myokardinfarkt. Es ist bekannt, dass Diabetes 
mellitus durch seine Pathophysiologie wichtige Organe und Organsysteme, wie Nieren, Augen, 
Nervensystem und besonders Herz und Blutgefäße schädigt (World Health Organization, 




diagnostiziert. Meist erst, wenn die, durch die Erkrankung verursachten Schäden der Nieren, 
Augen und besonders auch der Gefäße bereits ausgeprägt vorliegen. Besonders ungünstig wirkt 
sich ein Diabetes mellitus auf kardiovaskuläre Erkrankungen aus, die eine hohe Relevanz für 
die Gesundheit in der Bevölkerung heutzutage haben. 
Die koronare Herzerkrankung ist in ihren unterschiedlichen Manifestationen die häufigste 
Todesursache in Deutschland (Statistisches Bundesamt, 2016). Die Prävalenz der 
kardiovaskulären Erkrankungen ist unter Diabetikern zwei- bis dreifach erhöht (Sarwar et al., 
2010), zugleich ist auch das Outcome der Diabetiker mit koronarer Herzerkrankung viel 
schlechter im Vergleich zur restlichen Population  (Scheen & Warzée, 2004; Wilson et al., 
2004). Die koronare Herzerkrankung umfasst die stabile Angina pectoris, das akute 
Koronarsyndrom, welches sowohl die instabile Angina pectoris als auch den Myokardinfarkt 
beinhaltet, als auch den plötzlichen Herztod. Durch Atherosklerose der koronaren Arterien 
kommt es zu einer Verengung der Gefäße und daher zur Mangelperfusion des Myokards. 
Mangel an Sauerstoff durch insuffiziente Perfusion führt zur Schädigung des Herzmuskels und 
zur Funktionsminderung des Organs. Die die Lebensqualität beeinträchtigende koronare 
Herzerkrankung ist heutzutage bevorzugt mit Ballonkatheterdilatation und Stenting zu 
therapieren. Dabei wird mit minimalinvasiven Methoden in dem verengten Gefäß ein Ballon 
aufgeblasen, um das Gefäß zu erweitern. Weiterhin wird ein Metallgerüst - Stent - eingesetzt, 
um das Gefäß dauerhaft offenzuhalten. Obwohl die Techniken schon sehr fortgeschritten sind 
und sie das Überleben der Patienten um ein Vielfaches verbessert haben, sind Risiken 
vorhanden, die den Therapieerfolg reduzieren können. Thrombosen und Re-Stenosen der Stents 
sind die am meisten limitierenden Faktoren. Die Prävention solcher Stent-Thrombosen wird 
mit einer dualen Thrombozytenaggregationshemmung (Acetylsalicylsäure und Thrombozyten-
ADP-Rezeptorenantagonisten) durchgeführt, welche die Inzidenz der Stent-Thrombosen 
deutlich reduziert hat (Patrono et al., 2011; Windecker et al., 2014). Die Re-Stenosen der Stents, 
die meistens erst später im Verlauf auftreten, werden heutzutage durch eine Stentbeschichtung 
mit Sirolimus, Paclitaxel oder Everolimus vorgebeut. Trotz dieser intensiven 
Präventionsmaßnahmen kommen Thrombosen bei ca. 2 Prozent der Patienten, Re-Stenosen 
sogar bei bis zu ca. 16 Prozent vor (S.W. Lee et al., 2008). Durch die Intervention wird das 
betroffene Gefäß nicht nur behandelt, sondern auch verletzt, wobei das Endothel, das die 
Gefäßinnenwand auskleidet, durch den Ballon verletzt oder abgeschliffen wird (Pasternak et 
al., 1980). Die darauffolgende Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, 
Proliferation der glatten Muskelzellen, Synthese von Extrazellulärmatrix, Leukozytenadhäsion 




Re-Stenosen beteiligt (Ferns & Avades, 2000). Die Fähigkeit des Endothels sich zu 
regenerieren ermöglicht die Auskleidung des Stents mit Endothel sowie die Regeneration der 
Gefäßwand. Obwohl die Regenerationsfähigkeit des Endothels die unbeeinträchtigte Funktion 
der Gefäße fördert, sind mit Stents versehene Gefäßabschnitte im Verlauf prädisponiert für 
Thrombosen und Re-Stenosen (Cassese et al., 2014). Multimodale Ursachen, die diese 
Komplikationen verursachen, sind derzeit Bestandteil der aktuellen Forschung, wobei die 
endotheliale Dysfunktion als eine mögliche Ursache untersucht wird (Patti et al., 2005; 
Thanyasiri et al., 2007). Das Verstehen möglicher Ursachen von Thrombosen und Re-Stenosen 
der Gefäße, die trotz einer adäquaten Antikoagulationstherapie entstehen, könnte verbesserte 
Präventionsmaßnahmen ermöglichen. Daher ist es wichtig zu untersuchen, wie sich die neu 
gewachsenen Endothelzellen von denen in unverletzten Gefäßabschnitten verbliebenen Zellen 
funktionell unterscheiden und ob diese minderwertiger sind. Weiterhin soll ihr Einfluss auf 
Thrombosen und Re-Stenosen untersucht werden. Die vom gesunden Endothel produzierten 
Stoffe sowie exprimierten Proteine weisen möglicherweise Unterschiede zu denen vom 
regenerierten Endothel produzierten und exprimierten Stoffen auf, was eine endotheliale 
Dysfunktion begünstigen könnte. Es ist bekannt, dass auch der Diabetes mellitus eine 
endotheliale Dysfunktion begünstigt (Rask-Madsen & King, 2007). Fraglich ist, ob Diabetes 
mellitus und Hyperglykämie die sich regenerierenden Endothelzellen beeinflussen und die 
Funktionalität der Zellen beeinträchtigen. Das erhöhte Vorkommen von Stent-Thrombosen und 
Stent-Re-Stenosen bei Diabetikern unterstützt diesen Verdacht und erfordert die weitere 
Erforschung von den Signalwegen, die daran beteiligt sind. 
Kenntnis des Vorhandenseins von ß-Adrenozeptoren auf Endothelzellen (Ferro et al., 1999; 
Molenaar et al., 1988) und ihre Wirkung auf die Proteinkinase A, die die Transkription 
verschiedener Gene steuert und posttranslational die endotheliale NO-Synthase (eNOS)-
Aktivität steigert (Michell et al., 2001), führte zu weiteren Untersuchung des medikamentösen 
Effekts der ß-Adrenozeptor-Stimulation auf die endotheliale Dysfunktion. Dabei zeigten 
Olbrich et al. (1999) und Kabat et al. (2004), dass sich ß2-Adrenozeptoren Agonisten positiv 
auf die endotheliale Dysfunktion bei Hyperglykämie auswirkten. Unter anderem steigt die 
eNOS-Aktivität und somit die NO-Freisetzung bei der Stimulation von endothelialen 
ß2-Adrenozeptoren mit Salbutamol (Kabat et al., 2004). Diese Ergebnisse führen zur weiteren 
Überlegung, ob die ß2-Adrenozeptoren-Stimulation weitere, die endotheliale Dysfunktion 






Ausgangspunkt der Überlegung ist die klinische Erkenntnis, dass es im Bereich der 
Endothelverletzungen und im Bereich des Stents, wo das neue Endothel gewachsen ist, viel 
häufiger zu Thrombosen und Re-Stenosen kommt (Cassese et al., 2014; Thanyasiri et al., 2007). 
Dies könnte ein Hinweis auf eine veränderte Funktionalität des regenerierten Endothels sein. 
Klinisch wird diese mit dualer Plättchenaggregationshemmung behandelt und ihr mit einer 
Stentbeschichtung entgegengewirkt. Somit sollten in dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet 
werden: 
 
1. Verhält sich das nachwachsende Endothel anders als normales Endothel? Dafür wurde 
im konfluenten Endothelbereich ein Defekt gesetzt und dieser über 36 Stunden 
zuwachsen gelassen. Es sollte untersucht werden, ob das Endothel, welches 
nachgewachsen ist, funktionell anders ist. 
2. Zudem ist bekannt, dass Diabetiker ein größeres Risiko für thrombotische Ereignisse 
haben und zur schnelleren Re-Stenosierung der betroffenen Stellen neigen. Daraus 
ergibt sich die Frage, ob die Hyperglykämie die Funktionalität des Endothels insgesamt 
verändert und einen besonderen Effekt auf das nachwachsende Endothel hat? 
3. In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass ß2-Adrenozeptoren-Stimulation sich positiv 
auf die endotheliale Funktion auswirken kann (Kabat et al., 2004; Olbrich et al., 1999). 
Es wurde daher zusätzlich als Behandlungsoption Salbutamol (ß2-Adrenozeptor-
Agonist) gewählt, um zu untersuchen, ob Salbutamol geeignet ist die Unterschiede der 
Zellen zwischen ursprünglichem und nachgewachsenem Endothel (d.h. in diesem 







Die porcinen Endothelzellen (PAEC) wurden aus der Pars thoracicae aortae isoliert. Die 
Aorten wurden in der Färber & Co. Großschlächterei (Dresdner Straße 1, 04874 Belgern-
Schildau) aus den frischgeschlachteten Schweinen entnommen. 




Typ Firma Stadt/ Land 
Absaugeinrichtung    Zellkultur/ 
Mikrobiologie 
NeoLab Heidelberg/Deutschland 
Alufolie    1399.1 Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Autoklavierband    XC 20.1 Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Bottle Top Filter    TPP® “rapid” 500 
0,22 µm PES  
TPP AG Trasadingen/Schweiz 













Feinwaage  CP225D Sartorius AG Göttingen/Deutschland 






















Axiovert 25 Zeiss Jena/Deutschland 






pH-Meter   ABL725 Radiometer  Copenhagen/Dänemark 
Pipetus    SP-104-SA-VD Hirschmann 
Laborgeräte 
GmbH & Co. KG 
Eberstadt/Deutschland 




Vortex Mixer  VM 300 Gemmy 
industrial Corp. 
Taipei/Taiwan 





anlage   
Q-Gard2 EMD Millipore 
Corporation 
Billerica/USA 














 Cell Biolabs, Inc. San Diego/USA 




Klebeband    Time Med Labeling Systems Oakland/New Jersey 
Kulturflaschen  25 cm² TPP AG Trasadingen/Schweiz 





kammer   
Depth Profondeur Superior  Marienfeld/Deutschland 
OP-Besteck für 
Aortenpräpration 




Aesculap AG Tuttlingen/Deutschland 






Pasteurpipetten     Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Pipetten     Eppendorf AG Hamburg/Deutschland 
Pipettenspitzen  10 μl, 100 μl, 







2 ml, 5 ml, 10 ml, 
25 ml   
TPP AG Trasadingen/Schweiz 
Spritzen 5 ml, 10 ml, 20 ml BD  Heidelberg/Deutschland 
Spritzenfilter  0,22 μm²   TPP AG Trasadingen/Schweiz 
Stifft Multimarker 1525 
permanent S 
Faber-Castell Stein/Deutschland 
Timer   KT188 Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Transportkisten Q-line box Sunware Tilburg/Niederlande 
Transportkisten 5 l Rotho Kunststoff 
AG 
Würenlingen/Schweiz 
Wägepapier MN 226 Macherey-Nagel Düren/Deutschland 
Wiegeschalen  41x41x8 mm 
89x89x22 mm 
Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Zellkulturtestplatte 6-Well-Platte TPP AG Trasadingen/Schweiz 







15 ml, 50 ml TPP AG Trasadingen/Schweiz 







Typ Firma Stadt/Land 










Computer  Fujitsu 
Technology 
Solutions GmbH  
Berlin/Deutschland 







Typ Firma Stadt/Land 
Deckgläser  18x18 mm 
24x32 mm 
Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 










Glasflaschen  500 ml, 1000 ml   Duran®, Schott Wertheim/Main 
Deutschland 
Microtommesser    Typ S22 Feather® Safety 
Razo Co, Ltd. 
Osaka/Japan 
Parafilm  M Pechineg Chikago/USA 














3.3.1 Allgemeine Chemikalien 
Allgemeine 
Chemikalien 
Typ Firma Stadt/ Land 
Ethanol vergällt, ≥99,8 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
HCl 37 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
KCL  Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
NaCl >99,5 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
NaOH >99 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
TRIS >99 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 




Typ Firma Stadt/ Land 
Accutase  Sigma Aldrich 
Chemie GmbH 
Steinheim/Deutschland 
DMEM Dulbecco´s Modified 
Eagle´s Medium 





 Cell Concepts Umkirch/Deutschland 





Gentamycin sulfat Gencin-Actavis 
40 mg/ml 
Actavis Hafnorfjördur/Island 
M199 Earl`s Salt+  
L-Glutamin 
Lonza Verviers/Belgien 
Collagenase  Typ IV 320 
Units/mg 






10000 Units  
Penicillin/ml,  















Typ Firma Stadt/ Land 
Aqua bidest. Milli® Q 
Academic 
System 




Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
DPBS Dulbecco ' s 
Phosphate Buffered 
Saline +Ca +Mg 
Lonza Verviers/Belgien 
KH2PO4  >99,5 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 




Na2HPO4*2H2O   Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Salbutamol  Sigma Aldrich 
Chemie GmbH 
Buchs/Schweiz 








Typ Firma  Stadt/Land 











pH 7, ≥98 % Sigma Aldrich 
Chemie GmbH 
Steinheim/Deutschland 












Formaldehyd  37 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Wasserstoffperoxid 30 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 
Hämalaun  nach Mayers Hollborn & 
Söhne 
Leipzig/Deutschland 
Methanol ≥99 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 





98 % Sigma Aldrich 
Chemie GmbH 
Steinheim/Deutschland 
TRIS >99 % Carl Roth GmbH 
und Co AG 
Karlsruhe/Deutschland 














Katalognummer Firma  Stadt/Land 
Kaninchen anti 
Mensch vWF IgG 
(polyklonal) 
ab6994 Abcam Cambridge/UK 
Maus anti Mensch 
eNOS IgG1 
(monoklonal) 
BD610297 BD Biosciences Heidelberg/Deutschland 
Maus anti Mensch E-
Selektin IgGκ 
(monoklonal) 










A9169 Sigma Aldrich 
Chemie GmbH 
Steinheim/Deutschland 
Ziege anti Maus IgG, 
Alexa Fluor® 488 
conjugate (polyklonal) 
A-11001 Life technologies 
GmbH 
Bleiswijk/Netherlands 
Tabelle 6: Primär- und Sekundärantikörper für Histologie 
3.4 Lösungen und Puffer 
3.4.1 Allgemeine Lösungen 
Phosphatpuffer (Phosphat buffered saline, PBS) 
NaCl     8,006 g   37 M 
KCl     0,201 g   2,68 M 
Na2HPO4    1,513 g   8,30 M 
KH2PO4     0,201 g    1,47 M 
ad 1 l ddH2O 
pH 7,4 eingestellt mit 1 M HCl und autoklaviert. 
3.4.2 Zellkultur 
1% Gelatine-Lösung 
Gelatine     1 g 
Aqua bidest.    100 ml 





PBS     4l 
Antibiotika: Penicillin G   240 mg   100200 Units/l 
  Streptomycin   400 mg   79800 Units/l 
  Gentamycin  200 mg    
Antibiotika wurde in 40 ml Reinstwasser gelöst, steril filtriert und kurzfristig vor Transport den 
Aorten in PBS eingemischt. 
 
Collagenase(IV)-Lösung 
Collagenase Typ IV   280 mg   597 Units/ml  
M199     150 ml 
Collagenase wurde kurz vor der Aortenpräparation vorbereitet, steril filtriert und vor der 




M199     450 ml 
FCS     50 ml 
Penicillin/Streptomycin  10 ml 
Hyperglykämisches Medium 
D-Glucose    15 mmol/l (in normoglykämischen Medium) 
Normoglykämisches Medium mit Salbutamol 
Salbutamol    100 nmol/l (in normoglykämischen Medium) 
Hyperglykämisches Medium mit Salbutamol 
Salbutamol     100 nmol/l (in hyperglykämischen Medium) 
Medium mit L-Glucose 




3.4.3 Immunhistochemische Färbung (von-Willebrand-Faktor) 
0,25 % Triton X-100 Lösung 
Triton X-100    0,25 ml 
PBS     100 ml 
 
0,6 % H2O2-Lösung 
H2O2 30 %    2 ml 
PBS     100 ml 
 
0,1 % PBS-BSA Lösung 
BSA     0,1 g 
PBS     100 ml 
 
3.4.4 Immunfluoreszenzfärbung (eNOS und E-Selektin) 
4% Formaldehyd 
37% Formaldehyd   1,081 ml  
PBS     8,9 ml 
 
MST-Puffer 
DMEM    90 ml 
FCS     10 ml 
Triton X-100    0,2ml 
 
PBT-Puffer 
PBS     100 ml 









3.4.5 Histochemische-Färbung (NADPH-Diaphorase-Aktivität)  
TBS-Stammlösung 
Tris     1211,4 mg 
NaCl     876,6 mg 
dH2O     100 ml 




NADPH    20,58 mg 
NBT     10 mg 
Triton X-100    0,05 ml 
Die Zutaten wurden in 1:1 mit dH2O verdünnten TBS-Stammlösung zugemischt. Die 
Inkubationslösung wurde eine Stunde bei 37 °C bis eine blassviolette Färbung inkubiert. Die 







In der Studie wurden Endothelzellen aus der Aorta vom Schwein (engl. porcine aortic 
endothelial cells, PAEC) kultiviert. 
Nach der Aortenpräparation von Passage 0 bis Passage 1 wurden alle Zellen unter normaler 
Glukosekonzentration (5 mmol/l) gezüchtet.  
Ab der Passage 2 wurden die Zellen einer Aorta in fünf Gruppen aufgeteilt und unter folgenden 
Bedingungen weiterkultiviert: 
1. Normoglykämie (N) 
 Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit 5 mmol/l D-Glucose 
2. Hyperglykämie (H) 
 Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit 20 mmol/l D-Glucose 
3. Normoglykämie + Salbutamol (NS) 
 Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit 5 mmol/l D-Glucose plus  
            100 nmol/l Salbutamol 
4. Hyperglykämie + Salbutamol (HS) 
 Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit 20 mmol/l D-Glucose plus  
            100 nmol/l Salbutamol 
5. Osmotische Kontrolle mit L-Glucose (L-Glc) 
 Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit 5 mmol/l D-Glucose plus 
            15 mmol/l L-Glucose 
In Passage 3 wurde mit den PAEC der Wound-Healing-Assay (siehe 4.2.4) durchgeführt. 
Hierbei wird durch ein Insert ein Spalt (Defekt) erzeugt, der den Zellen erlaubte 
hineinzuwachsen. So konnte die Wundheilung unter verschiedenen Glukosekonzentrationen 
und unter dem Einfluss von Salbutamol untersucht werden. Bei dem durchgeführten Assay 
entstand jeweils zwei Gruppen von Zellen: konfluente Zellen (=ursprüngliches Endothel) und 
Spalt-Zellen (=nachgewachsenes, regeneriertes Endothel). Die Spalt-Zellen wurden jene 
Endothelzellen genannt, die während des Assays in das Areal der simulierten Wunde 
eingewandert sind. Die restlichen Zellen, die nicht an der Wundfläche angrenzten und nicht 
gewandert sind, wurden als konfluente Zellen bezeichnet (Abbildung 1). 
Dieses Zellkulturmodell sollte eine chronische Einwirkung von Glucose und auch die 




Spalt-Zellen simulieren. Die Konzentrationen der Glucose, Salbutamol und L-Glucose als 
osmotische Kontrolle im Kulturmedium wurde aus der Methode einer Arbeit von Kabat und 
Mitarbeitern, ebenfalls aus der Arbeitsgruppe um Prof. Dhein, entnommen (Kabat et al., 2004). 
Bei den PAEC wurde die Spaltbreite nach der Wanderung in den Gruppen N und H gemessen 
und drei Proteine: eNOS, NADPH-Diaphorase und E-Selektin in allen Gruppen untersucht.  Für 
jede Untersuchung wurden zehn Aorten präpariert, wovon durchschnittlich vier 
Aortenkulturen, aufgrund ihres hohen Fibroblastenanteils oder bakterieller Infektion 

























eNOS / NADPH-Diaphorase / E-Selektin 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. 
1. Normoglykämisch 2. Hyperglykämisch 3. Normoglykämisch + 
Salbutamol 











Die Technik der Zellkultur wurde benutzt um die Pathomechanismen, hervorgerufen durch eine 
chronische Hyperglykämie, in den porcinen Endothelzellen bei der Wundheilung zu 
untersuchen. 
4.2.1 Gelatinebeschichtung 
Damit die Zellen sich besser auf der Kulturgefäßoberfläche anheften und damit ein besseres 
Überleben erreicht werden konnte, wurden alle Kulturgefäße (T25-Kultuflaschen, 6-Well-
Platten, 24-Well-Platten) mit Gelatine beschichtet. Zunächst wurde eine 1%ige Gelatine 
Lösung vorbereitet und autoklaviert. Je nach Größe des Kultugefäßes wurde die entsprechende 
Menge auf 37 °C im Wasserbad aufgewärmt und anschließend in das Kulturgefäß pipettiert 
(T25-Kultuflasche - 3 ml, 6-Well-Platte - 1ml, 24-Well-Platte - 0,3 ml). Das Kulturgefäß wurde 
für 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Lösung steril abgesaugt 
und das Gefäß zweimal mit phosphatgepufferter Salzlösung (engl. phosphate-buffered saline, 
PBS) gewaschen und konnte nun verwendet werden. 
4.2.2 Präparation 
Die Zellisolation wurde nach Rosenthal und Gottlieb (Rosenthal & Gotlieb, 1990) 
durchgeführt. In der Färber & Co. Großschlächterei (Dresdner Straße 1, 04874 Belgern-
Schildau) wurden die Aorten (Pars thoracicae aortae) aus den frischgeschlachteten Schweinen 
entnommen und in sterilen Transportkisten, gefüllt mit PBS-Lösung und Antibiotika (PBS+A, 
pH 7,4, gekühlt), in das Herzchirurgie-Labor des Herzzentrums Leipzig transportiert. Dort 
wurden die Aorten freipräpariert, wobei das angrenzende Fett- und Bindegewebe abgetrennt 
wurde. Danach wurden die Aorten unter sterilen Bedingungen entlang der Aortenabgängelinie 
längs aufgeschnitten und mit der luminalen Fläche nach oben in sterilen Präparierrahmen 
(Abbildung 2) eingespannt. So bildete sich eine Kammer, bei welcher der Boden (15,5 cm²) mit 
Endothelzellen bedeckt war. Auf diese wurden 5 ml einer 37 °C warme 
Collagenase(IV)-Lösung pipettiert. Die Präparierrähmchen wurden in sterile Alufolie verpackt 
und für 15 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dabei lösten sich die Endothelzellen 
von dem Bindegewebe der Aorta durch die Collagenase(IV)-Lösung ab. Nach der Inkubation 
wurde die Enzymlösung mit einer sterilen Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt und die 
Endothelzellschicht mit Kulturmedium (zweimal mit jeweils 3 ml) durch wiederholtes 
Aufziehen mit einer sterilen serologischen Pipette (5 ml) abgespült. Die Lösung, in welcher 
sich nun die abgelösten Endothelzellen befanden, wurde in einer mit der Gelatine beschichtete 




wurden nicht gepoolt. Nach 24 Stunden (37 °C, 5 % CO2) wurden die Zellen zweimal mit 
Dulbecco phosphatgepufferter Salzlösung (DPBS Lösung) gespült, damit die adhärenten Zellen 
von den Zellfragmenten (bedingt durch die Präparation) und auch von nicht adhärenten Zellen 
gereinigt wurden. Nach dem Spülen wurde 5 ml frisches Kulturmedium auf den Zellen 
pipettiert. Diese wurde als Primärkultur bezeichnet und Passage 0 (P0) genannt. Als eine 
Zelllinie wurden Zellen von einer Aorta bezeichnet. 
 
 
Abbildung 2: Präparierrahmen für Präparation der porcinen Aorten. 
4.2.3 Kultivierung und Subkultivierung 
Die Endothelzellen wurden unter den Standartbedingungen 37 °C, wasserdampfgesättigter 
Atmosphäre mit 5 % CO₂ und 95 % Luft im Brutschrank in mit Gelatine beschichteten 
T25-Kulturflaschen gezüchtet. Der Wechsel des Kulturmedium erfolgte jeden zweiten Tag. 
Nach zwei bis vier Tagen erreichte der Zell-Monolayer ca. 95 % Konfluenz. 
Um die Zellen zu subkultivieren, wurden die Zellen von dem Kulturflaschenboden abgelöst. 
Dafür wurden 2 ml des Enzyms Accutase auf mit PBS gespülte Zellen pipettiert und für vier 
Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Inkubation wurde unter dem inversen Mikroskop 
kontrolliert, ob die Zellen sich abgelöst hatten. Danach wurde die Aktivität des Enzyms durch 
die Zugabe von 4 ml Kulturmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe einer 




zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurde das verbliebene Zellpellet mit 5 ml 
Kulturmedium ca. zehnmal resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann in eine neue mit 
Gelatine beschichtete T25-Kulturflasche ausgesät. Nach der ersten Behandlung mit Accutase 
entstand die Passage 1 (P1).  
Ab der Passage 2 (P2) wuchsen die Zellen unter fünf verschiedenen Bedingungen: 
normoglykämisch, hyperglykämisch, hyperglykämisch mit 100 nmol/l Salbutamol, 
normoglykämisch mit 100 nmol/l Salbutamol und die osmotische Kontrolle mit L-Glucose. 
Dafür wurden die Zellen der Passage 2 auf Gelatine beschichteten 6-Well-Platten angezüchtet.  
Nach dem Ablösen mit Accutase und anschließender Zentrifugation wurde das Zellpellet mit 
10 ml Kulturmedium resuspendiert und auf zehn Wells der 6-Well-Platte mit jeweils 1 ml 
Zellsuspension verteilt. Auf je zwei Wells wurde vorbereitetes Kulturmedium mit der 
entsprechenden Konzentration von Glucose und/oder Salbutamol oder L-Glucose pipettiert. Für 
den Wound-Healing-Assay in P3 wurden die Zellen einer Kulturbedingung gepoolt. 
Um die Reinheit der Endothelzellkulutur zu überprüfen, wurden die Zellen auf 
Fibroblastenkontamination untersucht. Dafür wurden die Zellen der Passagen 1, 2 und 3 
mikroskopisch betrachtet. Bei einem Fibroblastenanteil von <10 % wurden die Zellen 
weiterkultiviert, beziehungsweise in der Passage 3 fixiert. Wenn der Fibroblastenanteil >10 % 
betrug, wurden die Zellen verworfen. 
Ebenso wurden die Zellen vor jedem Mediumwechsel auf bakterielle Kontamination überprüft. 
Um zu überprüfen, ob kultivierte Endothelzellen mykoplasmenfrei waren, wurde im Zuge der 
Immunfluoreszenzfärbung auch eine 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) - Färbung 
durchgeführt und die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Mykoplasmen sind 
intrazellulär wachsende Bakterien. Die Desoxyribonukleinsäure (DNA) der Bakterien befindet 
sich in dem Zytosol der Zelle und wird bei der Färbung mit DAPI, einem Farbstoff, der sich an 
die DNA bindet, gefärbt. Demzufolge erscheinen bei einer Mykoplasmen-Kontamination nicht 
nur die Zellkerne blau (λ=450 nm), ebenso sind auch blaue Punkte extranuklear zu erkennen.  
4.2.4 Wound-Healing-Assay  
Damit der Unterschied zwischen konfluenten (weit entfernt vom Wundbereich) und Spalt (in 
den Wundbereich einwachsenden) Zellen untersucht werden konnte, wurde ein CytoSelectᵀᴹ 
24-Well Wound Healing Assay (Cell Biolabs, INC.) genutzt. Mit dem Assay konnte eine 
Wunde mit umliegenden Endothelzellschicht und auch anschließendes Heilen (Zuwachsen) der 





Der Wound-Healing-Assay wurde gemäß der Anleitung des Herstellers durchgeführt.  
Als Vorbereitung des Versuches wurden in den Wells der 24-Well-Platte runde Deckgläschen 
(10 mm Durchmesser) eingelegt und die Wells mit 1 % Gelatinelösung beschichtet. Unter 
sterilen Bedingungen wurden die Inserts mit einer Pinzette platziert (Abbildung 3). 
Nachdem die Zellen per P2 95 % Konfluenz erreicht hatten, wurden sie subkultiviert 
(vergleiche Kapitel 4.2.3). Vor dem Aussähen der Zellsuspension in den 24-Well-Platten, 
erfolgte die Zellzählung mittels der Neubauer-Zählkammer unter dem inversen Mikroskop. In 
jedes Well wurden 125 000 – 150 000 Zellen pipettiert. Nach der 24 Stunden Inkubation im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2, wurde die Konfluenz der Zellen unter dem Mikroskop 
geprüft. Danach wurden die Inserts vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette entfernt und das Medium 
abgesaugt. Durch ein Insert entstand ein 0,9 mm breiter zellfreier Spalt zwischen zwei 
konfluenten Bereichen. Die Wells wurden zweimal mit DPBS Lösung gespült und mit 
entsprechendem Kulturmedium kultiviert. Um die Wanderung der Zellen in die Richtung der 
imitierten Wunde sichtbar zu machen, wurden die 24-Well-Platten anschließend für 36 Stunden 
bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit DPBS gespült 












Abbildung 3: Wound-Healing-Assay: Inserts (A) und mit Inserts beladene 24-Well-Platte (B). 
4.3 Immunhistochemischer Nachweis des von-Willebrand-Faktors zur 
Messung der Spaltbreite  
Der von-Willebrand-Faktor (vWF) ist ein Glykoprotein, der von Endothelzellen und 
Megakaryozyten produziert wird. Deshalb ist der vWF ein guter Marker für Endothelzellen. 
Der immunhistochemische Nachweis des vWF wurde durchgeführt, um die Identität der Zellen 
als Endothelzellen zu bestätigen und es zu ermöglichen, die Spaltbreite in den gewachsenen 
PAEC-Kulturen zu messen. Dafür wurde eine Färbung mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) 
durchgeführt. 
4.3.1 Protokoll der Färbung 
Die Deckgläschen aus dem Wound-Healing-Assay mit den Zellen, die unter Normoglykämie 
und Hyperglykämie gewachsen sind, wurden dreimal mit PBS gespült und für 30 Minuten in 
Methanol bei -20 °C fixiert. Danach wurden sie dreimal für fünf Minuten mit PBS gewaschen 
und mit 0,25%ige TritonX-100 Lösung für 30 Minuten permeabilisiert. Anschließend wurden 
die Zellen mit 0,6%ige H2O2 (in PBS) geblockt, dreimal für fünf Minuten mit PBS gewaschen 
und nochmal mit 0,1 % bovines Serum Albumin (BSA) Lösung (PBS-BSA Lösung) für eine 
Stunde geblockt. Dann wurde der Primärantikörper gegen vWF (Kanninchen anti Mensch vWF, 
Abcam, ab6994) in der Verdünnung von 1:100 in Antibody Diluent bei 4 °C über Nacht 
inkubiert. Am nächsten Tag wurde der Primärantikörper dreimal für fünf Minuten mit 0,1 % 
PBS-BSA Lösung abgespült und die Zellen wurden mit dem Sekundärantikörper (Ziege anti 





Diluent für eine Stunde inkubiert. Nach eine Stunde wurden die Zellen dreimal für fünf Minuten 
mit PBS gewaschen und mit AEC für 20 Minuten gefärbt. Nach dem dreimaligen Spülen für 
fünf Minuten mit PBS wurde die Kernfärbung mit Hämalaun für 30 Sekunden durchgeführt 
und dann die Lösung dreimal für fünf Minuten mit Leitungswasser abgespült. Anschließend 
wurden die Deckgläser mit Entellan eingedeckelt und mit Akryllack versiegelt. 
4.3.2 Auswertung der Spaltbreite 
Nachdem mit der Färbung des vWF die Reinheit der Endothelzellkultur bewiesen werden 
konnte, wurde die Messung der Spaltbreite, welche im Wound-Healing-Assay entstand, 
gemessen. Die eingedeckelten Deckgläschen wurden mit einem Lichtmikroskop beurteilt und 
es wurden zwischen einem und drei Bildern pro Deckgläschen von dem Spalt gemacht. Hier 
wurde eine Vergrößerung von 50x verwendet. Pro Deckgläschen wurde die Spaltbreite dreimal 
an verschiedenen Stellen gemessen und davon wurde der Mittelwert gebildet. Die Messung 
erfolgte mit dem Programm AxioVision Version 4.9.1.0. 
4.4 Immunfluoreszenzfärbung 
Die immunhistochemische Bestimmung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und 
E-Selektin ermöglichte den Vergleich der Proteinenexpression in den, unter den fünf 
verschiedenen Versuchsbedingungen gewachsenen und gewanderten Zellen. Bei den 
Färbungen wurde ein Primärantikörper, der sich an dem entsprechenden Protein anheftete, 
genutzt. Danach wurden die Zellen mit dem entsprechenden Sekundärantikörper inkubiert, 
wobei der Sekundärantikörper mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt war. Durch die 
Antikörper-Antikörper-Reaktion konnte so unter dem Mikroskop das zu detektierende Protein 
mittels Anregungslicht sichtbar gemacht werden. Die Intensität der Färbung entsprach der 
Menge des exprimierten Proteins.  
4.4.1 Protokoll 
Die in 24-Well-Platten auf Deckgläschen für 36 Stunden migrierten Zellen wurden mit PBS 
gewaschen und für 30 Minuten mit 4 % Formaldehyd fixiert. Nach dreimaligen Waschen mit 
PBS für jeweils fünf Minuten wurden die Zellen 30 Minuten permeabilisiert und mit 
Medium-Serum-Triton (MST)-Puffer blockiert. Danach erfolgte die 60-minutige Inkubation 
auf einem Schüttler mit dem Primärantikörper (Tabelle 7) in einer Verdünnung von 1:100 in 
MST-Puffer. Im Anschluss wurde der Antikörper dreimal für fünf Minuten mit MST-Puffer 
gewaschen und anschließend mit dem Sekundärantikörper (Tabelle 7) in einer Verdünnung von 




Absaugen des Sekundärantikörpers wurden die Deckgläschen für fünf Minuten mit PBT-Puffer 
plus DAPI inkubiert und anschließend zweimal für fünf Minuten mit PBT-Puffer gewaschen. 
Die Deckgläser wurden auf Objektträger mit Dako Fluorescent Mounting Medium 



























Anti Mensch   
E-Selektin 
Maus Santa Cruz 
(sc-18852) 
1:100 
Tabelle 7: Übersicht der verwendeten Primär- und Sekundärantikörper für die 
Immunfluoreszenzfärbung. 
4.4.2 Auswertung eNOS 
Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde das Fluoreszieren der Zellen bei blauem 
Anregungslicht (λ=475 – 485 nm) beobachtet und fotografiert. Von jedem Versuch wurden für 
jede Versuchsgruppe 16 Bilder (8 Bilder von konfluenten Zellen und 8 Bilder von Spalt-Zellen) 
bei einer 400x Vergrößerung angefertigt. Es wurde insgesamt eine Zellfläche von 
16 375 206 µm² ausgewertet. Die Intensität der Färbung, die die Menge und die Ausprägung 
der eNOS in den Zellen entsprach, wurde in den Bildern als Intensität des grünen 
Fluoreszenzsignals (λ=520 nm) mit dem Computer-Programm ZEN lite 2012 (blue edition) 
Service Pack 2 gemessen. Dabei entsprach in diesem Programm die Fluoreszenzintensität als 
der Summe aller Grauwerte aus einem Kanal, dividiert durch die Gesamtzahl der Pixel dieses 
Kanals. 
4.4.3 Auswertung E-Selektin 
Für die Auswertung von E-Selektin-Immunfluoreszenzfärbung wurden von jedem Versuch 
20 Bilder (10 Bilder konfluenter Zellen und 10 Bilder Spalt-Zellen) für jede Versuchsgruppe 
angefertigt. Hierbei wurde ebenfalls eine Vergrößerung von 400x verwendet. Eine Zellfläche 
von 12 920 725 µm2 wurde ausgewertet. Die Intensität der Färbung und demzufolge die 




Pack 2 ermittelt (Kapitel 3.2). Bei den Messungen wurde eine Hintergrundsreduktion 
durchgeführt. 
4.5 Histochemischer Nachweis der NADPH-Diaphorase-Aktivität 
Alle bekannte Isoformen der NO-Synthase besitzen eine NADPH-Diaphorase-Aktivität (Hope 
et al., 1991; Tracey et al., 1993). So ist es möglich mit dem Nachweis der NADPH-Diaphorase 
den Nachweis der eNOS zu unterstützen. Die NADPH-Diaphorase-Domäne katalysiert die 
Reaktionen von NADPH+H+ zu NADP+ und von Flavinadenindinukleotid (FAD) zu FADH2. 
Diese Eigenschaften werden bei der NADPH-Färbung ausgenutzt. Die Zellen werden mit dem 
Überschuss von NADPH und Nitroblue Tetrazolium (NBT) inkubiert, wobei NADPH-
Diaphorase 2H+ Atomen auf NBT überträgt und es zu einem Farbumschlag von gelb zu blau 
kommt. Der blaue Farbkomplex wird Formazan genannt und befindet sich - wie auch eNOS - 
paranuklear. Die Färbung ist mit einem Lichtmikroskop zu untersuchen. Mit dieser 
histochemischen Färbung sollte der Einfluss der Hyperglykämie auf der Aktivität der 
NADPH-Diaphorase als indirekter eNOS-Aktivitätsnachweis in migrierenden Endothelzellen 
untersucht werden. 
4.5.1 Protokoll 
Um Inkubationslösung herzustellen wurde in einer mit dH2O 1:1 verdünnten 
Tris-Hydroxymethylaminomethan buffered saline (TBS) Stammlösung NADPH, NBT und 
TritonX-100 zugefügt und die Lösung für ca. eine Stunde bei 37 °C vorinkubiert, bis sie eine 
blassviolette Farbe annahm (genaue Zusammensetzung siehe 3.4.3).  
Die NADPH-Diaphorase-Färbung wurde nach 36 Stunden Migration an den PAEC, welche in 
einer 24-Well-Platte auf Deckgläschen gewachsen waren, durchgeführt. Die Zellen wurden 
dreimal mit PBS gewaschen und für 30 Minuten in 4 % Formaldehyd fixiert. Nach der 
Fixierung wurden die Zellen zweimal für fünf Minuten mit PBS gewaschen und die 
Endothelzellen in der Inkubationslösung mit NADPH und NBT 20 Stunden bei 37 °C im 
Wärmeschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mehrfach mit Leitungswasser 
gespült, mit Entellan auf Objektträger eingedeckelt und mit Akryllack umschlossen. 
4.5.2 Auswertung 
Eingedeckelte Deckgläser wurden unter dem Mikroskop beurteilt und fotografiert. Es wurde 
jeweils 100 Zellen - 50 konfluente und 50 Spalt-Zellen pro Deckgläschen ausgezählt und in der 
Skala von 1 bis 5 ausgewertet, wobei einer hohen Farbintensität der Zelle eine hohe Zahl 






Abbildung 4: Intensitätsskala 







4.6 Textverarbeitung und statistische Analyse 
Alle Daten wurden als Mittelwert und deren Standartfehler (engl. standart error of mean, SEM) 
angegeben. Zunächst wurde mit 3 faktorieller ANOVA, wenn vorhanden, Signifikanz gezeigt 
und danach mit Hilfe des Post-hoc-Tests überprüft. Das Signifikanzniveau wurde mit p≤0,05 
festgelegt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Verwendung von SPSS Version 22 
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
Die Berechnungen, Auswertungen und graphischen Darstellungen wurden mit den 
aufgelisteten Programmen angefertigt: Word 2016, Exel 2013, PowerPoint 2013, GraphPad 






5.1 Charakterisierung der Endothelzellen 
Um alle Ergebnisse vergleichbar und repräsentativ zu machen, wurde die Reinheit der 
verwendeten Endothelzellen überprüft. Dafür wurden die Zellen beobachtet und typische 
endotheliale Zellmarker nachgewiesen.  
Die Zellen wuchsen in ihren Kulturflaschen als Monolayer und alle gezüchteten Kulturen in 
allen Passagen haben nach 2 – 4 Tagen ein Cobble-Stone-Muster (Kopfsteinpflaster), ein 
typisches Endothelzellwachstumsmuster, angenommen (Abbildung 5). Neben dem typischen 
Wachstumsmuster ist der Nachweis des intrazellulär lokalisierten von-Willebrand-Faktors 
(vWF) ein charakteristisches Merkmal der Endothelzellen. Der vWF wurde mit einer AEC 
Färbung sichtbar gemacht und in allen gefärbten Zellen in Passage 3 nachgewiesen 
(Abbildung 6). Ein anderer spezifischer Marker der Endothelzellen ist die endotheliale 
NO-Synthase (eNOS). In kultivierten PAEC wurde eNOS mit einer Immunfluoreszenzfärbung 
in Passage 3 nachgewiesen (Abbildung 7). 
  





Abbildung 6: von-Willebrand-Faktor (vWF). AEC-Färbung zum Nachweis des vWF in den konfluent 
gewachsenen PAEC in Passage 3. vWF befindet sich intrazellulär und ist rötlich gefärbt, die Zellkerne 
stellen sich dunkelrot dar, 100x Vergrößerung. 
 
Abbildung 7: Endotheliale NO-Synthase (eNOS). Immunfluoreszenzfärbung zeigt grün dargestellt die 
paranukleare eNOS in den konfluenten PAEC in der Passage 3, die Zellkerne erscheinen blau (DAPI-




Bei allen durchgeführten Immunfluoreszenzfärbungen (eNOS und E-Selektin) erfolgte auch 
eine Kernfärbung mit DAPI, welche u.a. zur Überprüfung einer Kontamination mit 
Mykoplasmen diente. Da sich DAPI an der DNA anlagert, erscheint im Falle einer 
Mykoplasmenkontamination, neben der typischen Blaufärbung des Zellkernes, eine 
extranukleare Fluoreszenz. Die Mykoplasmen sind kleine parasitäre, intrazellulär lebende 
Bakterien. Sie befinden sich häufig intrazellulär und beeinflussen so das Wachstum und einige 
Eigenschaften der Zellen. Da die Mykoplasmen ebenfalls eine DNA besitzen, welche sich durch 
DAPI einfärben lässt, ist bei befallenen Zellen auch extranuklear eine Einfärbung zu erkennen. 
In den verwendeten Zellen wurde keine solche extranukleare Fluoreszenz von DAPI beobachtet 
(Abbildung 8). Zusätzlich wurde in verwendeten Kulturen das Vorhandensein der Bakterien 
und der Pilzen lichtmikroskopisch ausgeschlossen. 
 
Abbildung 8: Test auf Mykoplasmen. Die Färbung mit DAPI als Test auf Mykoplasmenkontamination 
der PAEC in Passage 3. Blau erscheinen nur die Zellkerne; extranuklear ist keine Fluoreszenz zu finden, 
was bei der Kontamination mit Mykoplasmen, intrazelluläre Bakterien, der Fall wäre, 400x 
Vergrößerung. 
5.2 Wachstumsverhalten unter Hyperglykämie 
Zunächst wurde beobachtet, ob die Zellen, die in den normoglykämischen und 
hyperglykämischen Bedingungen gewachsen sind, einen Unterschied in ihrer 




gleichbreite Defekt in 36 Stunden unterschiedlich schnell zuheilt. Dafür wurden die 
Spaltenbreiten ausgemessen und verglichen. Die hyperglykämische Gruppe wies eine 
signifikant größere Spaltbreite im Vergleich zur normoglykämischen Gruppe auf (p<0,001). 
Der Spalt in hyperglykämischen Kulturen war 639,54 ± 41,22 µm breit, wobei der 
normoglykämische Wound-Healing-Assay die Spaltbreite von nur 481,53 ± 64,09 µm aufwies. 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Hyperglykämie das Wachstumsverhalten der 
Endothelzellen negativ beeinflusste - der Spalt heilte langsamer und die Zellen im 
normoglyämischen Zustand wuchsen und wanderten schneller in den Spaltbereich ein 
(Abbildung 9).  
 
Abbildung 9: Das Wachstumsverhalten der PAEC im Wound-Healing-Assay. Das Balkendiagramm 
(A) stellt die mittleren Spaltbreiten der Endothelzellen nach 36 Stunden Wanderung in Wound-Healing-
Assay unter Normoglykämie (N) und Hyperglykämie (H) dar. Die Daten zeigen einen signifikant 
breiteren Spalt unter Hyperglykämie im Vergleich zu Normoglykämie, die mit   markiert ist 
(   - p<0,001). Dieses deutet auf die schlechtere Wachstumsgeschwindigkeit der hyperglykämisch 
gewachsenen Zellen hin. Die Orginalbilder (100x Vergrößerung) zeigen je einen repräsentativen Spalt 




5.3 Einfluss auf die eNOS-Expression 
Weiterhin wurde untersucht, ob sich der Effekt der Hyperglykämie auch auf die Expression der 
eNOS auswirkte. Die Zellen wurden immunhistochemisch gefärbt und mit der Hilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie wurde die Intensität des grünen Fluoreszenzsignales (λ=520 nm), 
welche der Menge der eNOS entsprach, gemessen. Die Zellen im Spaltbereich und die 
konfluenten Zellen wurden beobachtet und getrennt ausgewertet. Somit konnte nicht nur ein 
Vergleich zwischen der Hyperglykämie und der Normoglykämie angestellt werden, sondern es 
wurde auch ein Vergleich zwischen dem Spaltbereich und den Zellen, die konfluent gewachsen 
waren, ermöglicht. 
Die gemessenen Daten der eNOS-Expression sind in Abbildungen 10, 11, Tabelle 8 und 
Tabelle 1 - Anhang dargestellt.  
 
Abbildung 10: eNOS Expression in PAEC. Im Diagramm ist die mittlere Expression der eNOS in 
PAEC unter fünf verschiedenen Behandlungen (Normo- (N) und Hyperglykämisch (H), mit (+) und 
ohne (-) 100 nmol/l Salbutamol sowie osmotische Kontrolle mit L-Glucose (L-Glc)) getrennt in 
Spaltbereich und Konfluenzbereich dargestellt. Zwischen den Gruppen wurde kein signifikanter 






Abbildung 11: Immunfluoreszenzfärbung der eNOS. Die repräsentativen Bilder (400x Vergrößerung) 
zeigen mit Hilfe der Immunfluoreszenz grün dargestellte eNOS in unmittelbarer Nähe des Zellkernes 
(blau) bei Normoglykämie (A) und Hyperglykämie (B).  Es gab keinen signifikanten Unterschied in der 







Zwischen dem Spaltbereich und dem konfluenten Bereich gab es keinen signifikanten 
Unterschied bei der eNOS-Expression (Abbildung 10). Die Hyperglykämie beeinflusste zudem 
weder die Zellen im Spaltbereich noch die im konfluenten Bereich im Vergleich zu der 
Normoglykämie (Tabelle 8). Die Behandlung mit Salbutamol ergab hier ebenfalls keine 
signifikanten Unterschiede (Tabelle 8). Die Kontrollgruppe mit L-Glucose zeigte gleiche Werte 
wie die normoglykämische Gruppe.  
 
 p-Wert 
Effekt von Glukosekonzentration 0,337 
Effekt von Salbutamol 0,366 
Effekt von Zellwachstumsort  0,484 
Interaktion Salbutamol auf Glukosekonzentration 0,093 
Interaktion Salbutamol auf Zellwachstumsort 0,699 
Interaktion Glukosekonzentration auf Zellwachstumsort 0,852 
Interaktion Salbutamol auf Glukosekonzentration auf 
Zellwachstumsort 
0,770 
Tabelle 8: Die Auswertung der eNOS-Expression. Dargestellt sind die p-Werte (Gesamtsignifikanz der 
ANOVA). 
5.4 Einfluss auf die NADPH-Diaphorase-Aktivität 
Die NADPH-Diaphorase-Domäne befindet sich in der eNOS. Demnach kann mit dem 
Nachweis der NADPH-Diaphorase die Aktivität der exprimierten eNOS bestimmt werden. 
Mithilfe des histochemischen Nachweises dieser Domäne, wobei die aktiven Partien den blauen 
Farbstoffkomplex Formazan bilden, wurden die Unterschiede zwischen den gezüchteten 
PAEC-Kulturen untersucht. 
Die Abbildungen 12, 13 und Tabelle 9 zeigen die Auswertung der NADPH-Diaphorase-
Aktivität. Bei dem Enzym zeigte sich ein grundsätzlicher Unterschied zwischen dem 
Spaltbereich und dem konfluenten Bereich in der Form, dass das in den Spalt eingewachsene 
Endothel weniger NADPH-Diaphorase-Aktivität zeigte als das konfluente Endothel 
(Abbildung 12, 13 und Tabelle 3 - Anhang, p<0,001). Der Post-hoc-Test ergab spezifische 
Unterschiede unter der Normoglykämie, der Normoglykämie mit Salbutamol und der 
osmotischen Kontrolle mit L-Glucose (Tabelle 9). Allerdings konnten weder in der 




hyperglykämischen Gruppe spezifische Unterschiede zwischen Spaltbereich und 
Konfluenzbereich festgestellt werden. 
 
Abbildung 12: Aktivität der NADPH-Diaphorase in PAEC. Im Balkendiagramm ist die Aktivität der 
NADPH-Diaphorase getrennt in Spaltbereich und Konfluenzbereich, zwischen welchen ein 
signifikanter Unterschied in allen drei Gruppen (Normo- (N) und Hyperglykämisch (H), mit (+) und 
ohne (-) 100nmol/l Salbutamol sowie osmotische Kontrolle mit L-Glucose (L-Glc)) zu sehen ist, 
dargestellt. Die Signifikanz gegenüber der entsprechenden Gruppen in Spaltbereich ist mit      markiert 
(   - p<0,05). 
 
 Spaltbereich Konfluenzbereich 
Normoglykämisch 0,493 ± 0,039 0,694 ± 0,036* 
Hyperglykämisch 0,483 ± 0,046 0,619 ± 0,030 
Normoglykämisch + Salbutamol 0,458 ± 0,035 0,649 ± 0,036* 
Hyperglykämisch + Salbutamol 0,484 ± 0,043 0,640 ± 0,033 
Osmotische Kontrolle mit L-Glucose 0,495 ± 0,042 0,707 ± 0,029* 











Abbildung 13: Histochemische Bestimmung der NADPH-Diaphorase-Aktivität. Die PAEC wurden 
nach dem Wound-Healing-Assay zur histochemischen Bestimmung der NADPH-Diaphorase-Aktivität 
mit Nitroblue Tetrazolium inkubiert. Dabei entstand ein blauer Formazankomplex, dessen Intensität der 
Aktivität der NADPH-Diaphorase entsprach. Die Originalbilder (400x Vergrößerung) präsentieren die 
Unterschiede zwischen dem Spaltbereich (A) und dem Konfluenzbereich (B) in allen 
Behandlungsgruppen: Normo- (N), Hyperglykämisch (H), Normoglykämisch mit Salbutamol (NS), 
Hyperglykämisch mit Salbutamol (HS) und osmotische Kontrolle mit L-Glucose (L-Glc). Im 





Die hyperglykämisch gewachsenen Zellen zeigten im konfluenten Bereich eine etwas 
schwächere Intensität der Färbung in den nicht mit Salbutamol behandelten Bedingungen im 
Vergleich zur Normoglykämie; der Unterschied war jedoch nicht signifikant (n.s.). Im 
Spaltbereich zeigte sich dagegen gar keinen Effekt unter hyperglykämischen Bedingungen 
(n.s.). Die Gruppen, die mit Salbutamol behandelt wurden, zeigten keinen Unterschied zu 
normo- oder hyperglykämischen Bedingungen weder im Spaltbereich noch im konfluenten 
Bereich (n.s.). Auch bei der osmotischen Kontrolle mit L-Glucose wurden keine Unterschiede 
gefunden. 
Insgesamt kann festgehalten werden, dass, obwohl es keine Unterschiede bei der Expression 
der eNOS zwischen Spalt-Zellen und konfluenten Zellen gibt, die Aktivität des Proteins 
Veränderungen aufwies, und im nachgewachsenen Endothel (=Spaltbereich) eine insgesamt 
geringere NADPH-Diaphorase-Aktivität vorhanden war. 
5.5 Einfluss auf die E-Selektin Expression 
Im Anschluss daran wurde die Expression des Adhäsionsproteins E-Selektin untersucht. Mit 
Hilfe einer Immunfluoreszenzfärbung wurde die Intensität des grünen Fluoreszenzsignales 
(λ=520 nm) gemessen. Hierfür wurden die Zellen erneut differenziert nach den verschiedenen 
Behandlungsgruppen sowie nach ihrer Position (Spalt oder konfluente Zellen) ausgewertet. 
Die Auswertung der E-Selektin Expression in PAEC ist in den Abbildungen 14 und 15 sowie 
in Tabelle 10 dargestellt. Zwischen den im Spalt und den im konfluenten Bereich gewachsenen 
Zellen konnte kein Unterschied in der E-Selektin Expression nachgewiesen werden 
(Abbildung 14, Tabelle 10). Die minimalen Unterschiede zwischen den Gruppen in den 
verschiedenen Behandlungen waren nicht signifikant (Tabelle 2 - Anhang). Ebenso beeinflusste 
die Hyperglykämie die Expression von E-Selektin auf PAEC-Kulturen nicht (Tabelle 10). 
Salbutamol hatte ebenfalls keinen Effekt auf die Expression des Proteins (Tabelle 10). Die zu 
L-Glucose (die als osmotische Kontrolle diente) exponierten PAEC ähnelten den unter 
normoglykämischen, sowie auch den unter anderen Bedingungen gewachsenen PAEC-
Kulturen. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Zellen, die in den Spalt gewachsen sind, keine 
signifikant verschiedene Expression von E-Selektin im Vergleich zu den konfluenten Zellen 
aufwiesen. Zudem haben auch die Bedingung der Hyperglykämie und der Einfluss von 





Abbildung 14: E-Selektin Expression in PAEC. Dargestellt ist die durchschnittliche Expression des 
E-Selektins, gemessen auf PAEC in Spalt- und Konfluenzbereich bei den fünf Behandlungsgruppen 
(Normo- (N) und Hyperglykämisch (H), mit (+) und ohne (-) 100 nmol/l Salbutamol und osmotische 
Kontrolle mit L-Glucose (L-Glc)). Die Daten zeigen keinen signifikanten Unterschieden (n.s.), somit 
wurde die Expression des E-Selektin weder durch die hohe Glukosekonzentration noch durch die 
Behandlung mit Salbutamol beeinflusst. 
 p-Wert 
Effekt von Glukosekonzentration 0,659 
Effekt von Salbutamol 0,700 
Effekt von Zellwachstumsort  0,092 
Interaktion Salbutamol auf Glukosekonzentration 0,239 
Interaktion Salbutamol auf Zellwachstumsort 0,561 
Interaktion Glukosekonzentration auf Zellwachstumsort 0,932 
Interaktion Salbutamol auf Glukosekonzentration auf 
Zellwachstumsort 
0,887 







Abbildung 15: Immunfluoreszenzfärbung des E-Selektins. In den Bildern (400x Vergrößerung) ist grün 
fluoreszierend E-Selektin in den porcinen Endothelzellen zu erkennen (die Zellkerne erscheinen blau, 
DAPI). Hier sind normoglykämisch (A) und hyperglykämisch (B) gewachsene Zellen gezeigt. Zwischen 
allen Behandlungsgruppen wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden, daher sind die Bilder 








Zielstellung der Arbeit war zu überprüfen, inwieweit es Unterschiede zwischen konfluentem 
Endothel und nachgewachsenem Endothel (Spalt-Zellen) gibt. Dazu hat diese Arbeit die Effekte 
von Hyperglykämie, die typischerweise mit Diabetes mellitus assoziiert sind, auf die Funktion 
der Endothelzellen untersucht. Zusätzlich wurde ein möglicher Effekt von Salbutamol, einem 
ß2-Adrenozeptor-Agonisten, auf die durch Hyperglykämie bedingten Veränderungen der 
Endothelzellen getestet, da in früheren Arbeiten ein endothelprotektiver Effekt bei 
Hyperglykämie für diese Substanz nachgewiesen worden war (Kabat et al., 2004). 
6.1 Hintergrund der Arbeit 
Endothel bildet eine Grenze zwischen dem strömenden Blut und der tieferen Gefäßwand, durch 
welche die im Blut transportierten Stoffe selektiv aufgenommen werden. Außerdem spielt das 
Endothel eine wichtige Rolle in der Blutflussregulation des Organismus. Durch den direkten 
Kontakt zum Blut wirken mehrere Kräfte auf das Endothel ein - Druck gegen die Gefäßwand 
sowie Scherkräfte, die durch die Strömung des Blutes entstehen (Shear-stress) (Salameh & 
Dhein, 2013). Dazu unterliegt es auch hormonellen Einflüssen. Das erlaubt dem Endothel die 
kleinsten Veränderungen wahrzunehmen und darauf durch Produktion eigener Substanzen, die 
folglich die Blutzirkulation steuern, zu reagieren (Deanfield et al., 2007). Bei gewissen 
inflammatorischen oder thrombotischen Zuständen, sowie kardiovaskulären, endokrinen und 
renalen Krankheiten sind die genannten Funktionen des Endothels beeinträchtigt. Besonders 
tritt dies unter Diabetes mellitus auf, welcher durch chronische Hyperglykämie gekennzeichnet 
ist. Letztere induziert bekanntlich direkten Schaden am Endothel (Brownlee, 2001). Folglich 
wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Hyperglykämie auf endotheliale Funktionen untersucht. 
Außerdem entwickeln viele Patienten, die unter Diabetes mellitus leiden, Mikro- und 
Makroangiopathien, die wiederum zur Entwicklung chronischer kardiovaskulärer 
Erkrankungen führen, und die zusätzlich die Schwere und die Mortalität des Diabetes erhöhen 
(Danaei et al., 2014). Bei diesen Patienten werden häufig kardiologische und kardiochirurgische 
Eingriffe nötig, wie Ballonkatheterdilatationen und Stenting. Von allen Patienten bei denen eine 
perkutane Koronarintervention (engl. percutaneous coronary intervention, PCI) durchgeführt 
wurde, litt ein Drittel an Diabetes mellitus (Singh et al., 2008). Bei der PCI wird das 
Gefäßendothel zerstört und darauf folgend ein Neues gebildet. Jedoch ist bekannt, dass in den 
Bereichen, wo dieser Eingriff erfolgt, hohe Raten von Re-Stenosen oder Thrombosen auftreten 
(Cassese et al., 2014; Thanyasiri et al., 2007). Dies könnte möglicherweise durch die 




2007). In dieser Arbeit wurde das neugewachsene Endothel für seine Unterschiede zu dem 
ursprünglichen konfluenten Endothel untersucht. 
6.1.1 Diabetes mellitus 
Die meisten Patienten mit chronischer Hyperglykämie leiden an einem Diabetes mellitus und 
entwickeln im Laufe der Zeit eine endotheliale Dysfunktion. Die Endothelfunktion 
verschlechtert sich bei den Patienten sowohl durch die Hyperglykämie als auch durch das 
gesamte Krankheitsbild des Diabetes. Der Versuch die Hyperglykämie einzuschränken, 
beziehungsweise ihre Folgeschäden auf das Endothel abzumildern, kann gefürchteten 
Konsequenzen, wie Myokardinfarkt, Schlaganfall oder Niereninsuffizienz, die mit Diabetes 
mellitus assoziiert sind, vermindern oder gar verhindern. Diabetes mellitus ist eine häufig 
vorkommende Krankheit, die weltweit für viele Todesfälle pro Jahr verantwortlich ist. 
Prävalenz dieser Krankheit ist in den letzten 35 Jahren massiv gewachsen und 2014 waren 
422 Millionen Menschen an Diabetes erkrankt (NCD-RisC, 2016). Es ist bekannt, dass 
Diabetes viele Einschränkungen des Körpers verursacht. Dies beinhaltet 
Lipidstoffwechselstörungen, Kardiomyopathie, Immunschwäche, Fettlebererkrankung sowie 
Mikro- und Makroangiopathien (Brownlee, 2001). Letztere sind gut bekannt und am meisten 
gefürchtet. Diese Komplikationen sind für mehr als 10 Millionen Todesfälle pro Jahr weltweit 
verantwortlich (Danaei et al., 2014). Sie beinhalten unter anderem Nephropathie, Retinopathie, 
Neuropathie, sowie arterielle Verschlusskrankheiten (World Health Organization, 2016). 
Davon sind die vaskulären Schäden (speziell Endotheldysfunktion) von besonderer Bedeutung, 
wegen der massiven Folgen, die sie mit sich bringen. Deswegen ist die Kenntnis der 
Mechanismen, die zu endothelialer Dysfunktion führen, wesentlich für die Verbesserung der 
Symptome und der Prognose bei Patienten mit Diabetes mellitus. 
6.1.2 Regenerierendes Endothel 
Kardiovaskuläre Erkrankungen sind die häufigste Todesursache unter Diabetikern (Go et al., 
2013), wobei das kardiovaskuläre Risiko von Patienten mit Diabetes mellitus um zwei bis fünf 
Fache erhöht ist (Ryden et al., 2007). Klinischer Alltag zur Bewältigung chronischer oder akuter 
Zustände dieser Erkrankungen sind Ballonkatheterdilatation sowie Stenting geworden. Durch 
diese Prozeduren kommt es nicht nur zur Behebung der Ursache von Symptomen, sondern auch 
zu Verletzungen des Gefäßendothels durch mechanische Kräfte (Pasternak et al., 1980). 
Darauffolgend kommt es zu einer Heilung durch die Formierung von Neointima und das 
Überwachsen des Defekts mit neuen Endothelzellen. Das nachgewachsene Endothel 




in Flussrichtung (Weidinger et al., 1990). Auch die Funktionalität des nachgewachsenen 
Endothels ist herabgesetzt. Stent-Re-Stenosen und Re-Stenosen nach Ballonkatheterdilatation 
kommen abhängig von Methodik und Material in bis zu 30 % der Fälle vor (Cassese et al., 
2014; Stone et al., 2004) und sind unter anderem durch die mangelhafte Funktionalität des 
Endothels verursacht (Dumont et al., 2001; Farb et al., 1999; Patti et al., 2005; Thanyasiri et 
al., 2007). Diabetes mellitus Patienten haben ein schlechteres Outcome nach Stenting als 
Patienten mit regulärer Glukosetoleranz (Scheen & Warzée, 2004; Wilson et al., 2004). Somit 
kann man vermuten, dass Hyperglykämie sowie verminderte endotheliale Funktion der neu 
gebildeten Zellen zu Re-Stenosen beitragen.  
6.1.3 Endotheliale Dysfunktion bei Hyperglykämie 
Bei den Patienten, die unter Hyperglykämie und Diabetes mellitus leiden, laufen verschiedene 
Prozesse ab, die den Körper und besonders das vaskuläre System beeinflussen. Zusätzlich 
leiden Diabetes mellitus Patienten an Störungen wie Hyperglykämie, freie Fettsäuren, eine 
abnorme Insulinresistenz sowie die kompensatorische Hyperinsulinämie, die endotheliale 
Funktion (durch die Veränderung den molekularen Mechanismen wichtigen für NO Synthese) 
ebenfalls schädigen (King, 1996). Besonders die Hyperglykämie hat große Auswirkungen. 
Derzeit sind mindestens vier Wege bekannt, durch welchen Hyperglykämie zu einer 
Schädigung der endothelialen Funktion beiträgt:  Proteinkinase C (PKC) Aktivierung, 
Hexosaminstoffwechselweg, Polyolstoffwechselweg sowie Akkumulation von Advanced 
Glycation Endproducts (AGEs) (Brownlee, 2001). Die PKC Aktivierung erfolgt durch die 
gesteigerte de novo Synthese von Diacylglycerol (DAG), die Hyperglykämie in vaskulären 
Zellen verursacht (Inoguchi et al., 2000; P. Xia et al., 1994). Die aktivierte PKC ist für 
zahlreiche Veränderungen in den Gefäßen und in den Zellen verantwortlich.  Dies beinhaltet 
Zellwachstum, Angiogenese, Entzündung, Permeabilität der Zellmembran, ihre 
Extrazellulärmatrix sowie Apoptose (Geraldes & King, 2011). Diese Prozesse werden durch 
die Fähigkeit der aktivierten PKC die Expression von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin als 
Adhäsionsmoleküle und die Expression von Endothelin-1 als Vasokonstriktor zu erhöhen, 
gesteuert (Potenza et al., 2009). Verminderte Bildung der extrazellulären Matrix sowie 
Verdickung der Basalmembran wird durch die Expression der Gene, die der transformierende 
Wachstumsfaktor-β1 (engl. transforming growth factor-β1, TGF- β1) aktiviert, verursacht 
(Blankenberg et al., 2001; Buse, 2006). TGF-β1 wird auch durch die PKC aktiviert (Buse, 
2006). Mit der aktivierten PKC ist die Inhibierung des Phosphoinisitid-3-kinase/Akt-pathway 
assoziiert, infolgedessen die Phosphorylierung der eNOS und NO-Produktion sowie die 




Ebenfalls aktiviert die PKC die NADPH Oxidase, die eine bedeutende Quelle für ROS (engl. 
reactive oxygen species) ist und einen intensiven oxidativen Stress im Endothelium verursachen 
kann. Alle Prozesse laufen parallel ab und führen zur Minderung der Endothelfunktion. 
Für die Pathogenese der endothelialen Dysfunktion beim Diabetes mellitus sind ebenfalls 
Hexosamin- und Polyol-Stoffwechselwege wichtig. Im pathologisch hyperglykämischen 
Zustand weisen diese Wege einen erhöhten Glukosefluss auf. Im Hexosaminstoffwechselweg 
wird Fruktose-6-Phospat aus der Glykolyse abgeführt und durchläuft Reaktionen, die 
letztendlich zur Produktion von Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin (UDPGlcNAc) führen 
(Brownlee, 2001). Letzterer besitzt die Fähigkeit N-Acetylglucosamin (GlcNAc) auf den 
Transkriptionsfaktoren zu binden und die glukoseabhängige Gentranskription zu steigern 
(Brownlee, 2001). Dazu nutzt GlcNAc die Fähigkeit auch an das Akt-Ende, einen Teil der 
eNOS Proteine, zu binden, wodurch in diesem Fall die Aktivität der eNOS reduziert wird (Du 
et al., 2001). Diese Reaktionen und Glykosylierungsmuster können die Gefäßhomöostase 
destabilisieren und zu Endotheldysfunktion führen. Im Polyolstoffwechselweg wird Glucose 
vermehrt zum Polyolalkohol Sorbitol verstoffwechselt. Bei den ablaufenden Reaktionen wird 
verstärkt NADPH verwendet, das für die Regeneration von Glutathion wichtig ist. Glutathion 
ist ein Teil des Schutzmechanismus des Körpers gegen Oxidationsmittel. Dabei wird Glutathion 
bei der Glutathion-Peroxidase-Reaktion zu Glutathiondisulfid  oxidiert, wodurch es zur 
Reduktion von ROS kommt (Dröge, 2002). Dabei werden ROS zu nicht-reaktiven Stoffen 
konvertiert. Die verminderte Verfügbarkeit von Glutathion, die durch Steigerung der 
Polyolstoffwechselweg zustande kommt, könnte noch eine der Ursachen für durch 
Hyperglykämie verursachten oxidativen Stress sein (Brownlee, 2001). 
Daneben führt die erhöhte intrazelluläre Glukosekonzentration zu den nicht-enzymatischen 
Millard Reaktionen, die Bildung und demzufolge Akkumulation von AGEs verursachen 
(Hamada et al., 1996). AGEs modifizieren intrazelluläre sowie extrazelluläre Proteine und auch 
die Extrazellulärmatrix. Diese Modifizierung der Proteine ändert sowohl ihre Funktion als auch 
Interaktion miteinander. Für das Endothel ist die Reduktion der NO Aktivität durch die AGEs 
wichtig. Sie dämpfen NO durch direkte Reaktion und nebenbei verkürzen sie die Halbwertszeit 
von eNOS mRNA durch die erhöhte Degeneration von mRNA (Rojas et al., 2000). Dadurch 
wird die eNOS Aktivität reduziert. Gleichzeitig induzieren AGEs die Expression von 
Endothelin-1 (Quehenberger et al., 2000). Reduzierte vasodilatierende NO Funktion sowie 
erhöhte vasokonstriktiv wirkende Endothelin-1 Aktivität bringen die Gefäßhomöostase aus 
dem Gleichgewicht und lenken das Endothel in den vasokonstriktiven Zustand. Ihnat et al. 




Produktion von ROS durch die mitochondriale Atmungskette. So produzieren glykierte 
mitochondriale Proteine vermehrt ROS, unabhängig davon ob der hyperglykämische Zustand 
noch besteht oder nicht mehr (Ihnat et al., 2007). Diese Prozesse können einen Teil des 
Phänomens der metabolischen Erinnerung (metabolic memory) erklären, welche die 
mitochondriale DNA schädigen, Produktion von ROS und zelluläre Schäden steuern, 
unabhängig davon ob die Hyperglykämie aktuell besteht oder nicht (Ceriello et al., 2009). 
Durch AGEs modifizerte Proteine binden an AGE Rezeptoren (RAGE) und lösen weitere 
Reaktionen aus. RAGE triggern die Bildung von ROS sowie aktivieren NFκB, welche die 
Expression atherogener Gene induziert (Wautier et al., 2001). Außerdem reduziert RAGE die 
vaskuläre Barrierefunktion und erhöht die vaskulären Permeabilität (Basta et al., 2004). RAGE 
sind normalerweise mäßig auf Endothelzellen exprimiert, aber durch die Akkumulation von 
AGEs werden RAGE über einen positiven Feedback-Mechanismus überexprimiert (Neeper et 
al., 1992). Dieses positive Feedback bringt RAGE aus dem Gleichgewicht und verstärkt den 
sonst minimal vorkommenden Schaden. Letztendlich erhöht jeder dieser vier die 
Endothelfunktion schädigenden Prozesse den oxidativen Stress und schädigt durch die 
übermäßige Bildung von ROS die Endothelzellfunktion. Außer den genannten gibt es einige 
andere Quellen für ROS. In Mitochondrien, zum Beispiel, werden ROS durch die 
Elektronentransportkette produziert, wobei erhöhte Glukosekonzentrationen den höheren 
Protonenfluss durch die Elektronentransportkette fördern, welcher wiederum zur vermehrten 
Bildung von ROS (genauer Superoxidanionen O2
-) führt (Du et al., 2001). Auch die NADPH-
Oxidase ist eine wichtige ROS-Quelle, die bei der Hyperglykämie durch die aktivierte PKC, 
Endothelin-1 und Angiotensin-2 aktiviert wird (Lassègue & Clempus, 2003). Die gebildeten 
Superoxidanionen (O2
-) reagieren mit NO und bilden Peroxinitrit (ONOO-) (Halliwell & 
Gutteridge, 2007). So wird die Menge von NO verringert und auch ihre Produktion eingestellt, 
weil ONOO-  dazu fähig ist, eNOS von ihrem Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4) zu 
entkoppeln und statt NO werden dann Superoxidanionen (O2
-) durch die eNOS gebildet (Sasaki 
et al., 2008; Vásquez-Vivar et al., 1998; Y. Xia et al., 1998). Wenn die ROS-Produktion die 
Kapazitäten der antioxidativen Schutzmechanismen des Körpers übersteigt, verschiebt sich das 
Redox-Gleichgewicht in Richtung des oxidativen Zustands, der als oxidativer Stress bezeichnet 
wird (Förstermann, 2008). Dies führt zur Schädigung von Proteinen durch ROS sowie zu 
ROS-aktivierten Signalwegen, die weitere Schäden und weitere Steigerung von 





Die vorliegende Arbeit hat die weitere Funktionalität der Endothelzellen bei Hyperglykämie 
untersucht, wobei genauer der Unterschied zwischen dem konfluenten Endothel und dem 
nachgewachsenen Endothel hervorgehoben werden sollte. Die erwähnten Mechanismen, die 
die Endothelfunktionen beeinflussen, wirken auch auf die neugewachsenen Endothelzellen, 
welche vor allem die nach Ballonkatheterdilatation oder Stenting entstandene Diskontinuität 
der Endothelschicht überwachsen. Wie vorher erwähnt versucht diese Arbeit die Prädisposition 
der Stellen für Re-Stenosen zu klären. 
6.2 Diskussion der Ergebnisse 
Als wesentlicher Befund dieser Arbeit wurde erstens, ein langsameres Endothelwachstum in 
den Spaltbereich unter Hyperglykämie festgestellt, und zweitens, ein prinzipieller Unterschied 
zwischen dem Endothel des konfluenten Bereiches (repräsentiert ein unverletztes Endothel) 
und dem im Spalt nachgewachsenen Endothel (repräsentiert das nach der Verletzung 
nachgewachsene Endothel), gefunden. Diese Befunde werden im Folgenden diskutiert.  
6.2.1 Wachstum 
Normales Wachstum der Endothelzellen ist unentbehrlich für eine reguläre Gefäßfunktion. Das 
Erhalten einer ununterbrochenen Endothelschicht wird durch Wachstum der Endothelzellen, 
ihrer Regeneration, sowie Migration nach Verletzungen erreicht. Endotheliales Wachstum und 
Regeneration werden von vielen Faktoren beeinflusst, unter anderem von Zell-Zell-Kontakten 
(Dejana, 2004), Shear-stress, endothelialen Vorläuferzellen (EPC), Wachstumsfaktoren wie 
VEGF-A (engl. vascular endothelial growth factor A) (Potente et al., 2011), Insulin-like growth 
factor 1 (Taylor & Alexander, 1993), durch geschädigte glatte Muskelzellen freigesetzter bFGF 
(engl. basic Fibroblast Growth Factor) (Sato & Rifkin, 1988), und ROS (Curcio & Ceriello, 
1992; Graier et al., 1995), von denen einige gegebenenfalls voneinander abhängig sein können. 
Zudem ist die Wachstumsgeschwindigkeit ein wichtiger Aspekt der vaskulären Regeneration. 
Die Wachstumsgeschwindigkeit ist durch zahlreiche Mechanismen geregelt, wie Bewegung 
des Zytoskeletts - Mikrotubuli (J.S.Y. Lee & Gotlieb, 2005) und Mikrofilamente (T.Y. Lee et 
al., 1996), die an der Teilung sowie Migration der Zellen teilnehmen, Inhibition des weiteren 
Wachstums durch benachbarte Endothelzellen (=physiologische Kontaktinhibition) (Heimark 
& Schwartz, 1985), NO (Borniquel et al., 2010) und andere. Beeinträchtigtes 
Endothelwachstum wirkt sich negativ auf den Krankheitsverlauf von Hypertonie sowie von 
koronarer Herzkrankheit aus (Belgore et al., 2001; Voghel et al., 2007). Folglich ist ein besseres 




Bedingungen sehr wichtig, um Symptome von Patienten mit Erkrankungen wie Diabetes 
mellitus zu mildern und um dem Fortschreiten der Erkrankung entgegenzuwirken. 
Hyperglykämie ist ein Zustand, der mit einer Beeinträchtigung der Endothelregeneration 
vergesellschaftet ist (Curcio & Ceriello, 1992; Graier et al., 1995; Hamuro et al., 2002), was 
wiederum vaskuläre Schäden versursacht. Wie schon erwähnt, haben Zell-Zell-Kontakte einen 
Einfluss auf das Endothelwachstum, welches auch durch Hyperglykämie beeinflusst werden 
kann. Bei diabetischen Ratten zeigte sich eine Minderwertigkeit des VE-Cadherins zwischen 
vaskulären Endothelzellen, ein sogenanntes Adhäsionskontakt-Protein (engl. adherens 
junctions, AJ) (Yuan et al., 2014). Auch in in vitro Studien mit humanen Endothelzellen aus 
der Umbilikalvene (engl. human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) wurden unter 
hyperglykämischen Bedingungen eine Unterbrechung der AJ, insbesondere durch 
Phosphorylierung der VE-Cadherin, festgestellt (Haidari et al., 2014). Kultivierte aortale 
Endothelzellen wurden von Inoguchi et al. (1995) auf Gap junctions untersucht und es wurde 
gezeigt, dass ihre Kommunikation durch Gap junctions unter hyperglykämischen Bedingungen 
inhibiert wurde. Als ein möglicher Mechanismus, der diese Veränderungen der Zell-Zell-
Kontakte verursachen könnte, wurde bei der Hyperglykämie die bereits beschriebene PKC 
Aktivierung (siehe 6.1.3) vorgeschlagen und weiter untersucht (Inoguchi et al., 2001). Diese 
Ergebnisse implizieren, dass die Minderwertigkeit der endothelialen Zell-Zell-Kontakte nicht 
nur eine herabgesetzte Barrierefestigkeit des Endothel-Monolayers, sondern auch zu einer 
Minderung der funktionellen Kommunikation zwischen den Zellen beisteuert, was aber in der 
vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden konnte.  
Hyperglykämie hat ebenfalls eine Auswirkung auf das Zytoskelett, welches für die Migration 
und Proliferation der Zellen von großer Bedeutung ist. In vitro und in vivo Studien konnten 
zeigen, dass die Verteilung sowie die Organisation der Zytoskelettbestandteile in 
Endothelzellen unter Hyperglykämie beeinträchtigt sind (H.-Z. Lee et al., 2004; McMullen et 
al., 2005; Silva et al., 2011). Da die AJ, vor allem VE-Cadherin, einen direkten Kontakt zum 
Zytoskelett aufbauen, wird die Interaktion der Zellen untereinander durch das geschädigte 
Zytoskelett und die geschädigten Zell-Zell-Kontakte behindert. Daher kann man annehmen, 
dass dieses Geschehen unter einem hyperglykämischen Umgebungszustand die Migration und 
die Proliferation der Endothelzellen, die zur Verschließung einer Wunde dienen, verlangsamt. 
Die unter Hyperglykämie gebildeten AGEs sind ein anderer Weg, durch welchen 
Endothelwachstum unter Hyperglykämie inhibiert werden könnte. Die erhöhte 
Glukosekonzentration kann die posttranslationale Modifizierung der Proteine bewirken 




senkt die mitogene Aktivität der Zellen (Duraisamy et al., 2003; Giardino et al., 1994). In der 
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das Endothel unter hyperglykämischen Zustand viel 
langsamer in den Spaltbereich einwanderte, als das Endothel unter Normoglykämie. Das 
bestätigt, dass Hyperglykämie auch in PAEC einen signifikant negativen Einfluss auf das 
Zellwachstum und die Zellmigration hatte. Einige oder auch alle diskutierten Mechanismen 
können als wahrscheinliche Ursache dafür angenommen werden.  
Es ist zu erwähnen, dass Diabetes mellitus und Hyperglykämie auch die Endothel- und 
Gefäßproliferation fördern können. Unter anderem zeigt sich dies bei einer weit verbreiteten 
mikrovaskulären Komplikation des Diabetes mellitus - der diabetischen Retinopathie. Sie wird 
in eine nicht-proliferative Retinopathie und proliferative Retinopathie unterteilt. Die Form der 
proliferativen Retinopathie ist durch die Neubildung von Blutgefäßen in der Netzhaut bis in 
den Glaskörper gekennzeichnet. Bei dieser Form fördert die Hyperglykämie unter Diabetes 
mellitus die Proliferation und Migration der Endothelzellen. Als verantwortliche Mechanismen 
wurden die Akkumulation von Sorbitol und AGE, oxidativer Stress, PKC-Aktivierung, 
Entzündung und Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems, sowie VEGF, vorgeschlagen 
(Tan & Wong, 2015). Vor allem VEGF ist ein wichtiger vaskulärer Wachstumsstimulator im 
Zusammenhang mit der diabetischen Retinopathie. Bei diabetischen Patienten mit proliferativer 
Retinopathie wurden erhöhte Konzentrationen von VEGF in der Augenflüssigkeiten gefunden 
(Aiello et al., 1994). Im Gegensatz dazu, war die Expression von VEGF und seinen Rezeptoren 
in makrovaskulären Gewebe bei diabetischen Patienten sowohl erhöht als auch erniedrigt 
(Chung et al., 2006; Zygalaki et al., 2008). Dies könnte von unterschiedlichen 
Patientenkohorten abhängig sein, es gibt jedoch keine einheitliche Meinung über die 
Verhältnisse der VEGF im makrovaskulären System. Es ist zu erwähnen, dass es sich bei der 
proliferativen Retinopathie um die Neubildung und die Proliferation von Gefäßen handelt, bei 
Verletzungen des makrovaskulären Systems jedoch - um die Defektheilung und die 
Regeneration des Endothels Die Endothelzellen reagieren möglicherweise mit 
unterschiedlichen Reaktionen auf hyperglykämische und diabetische Bedingungen, abhängig 
von ihrer Lokalisation im Organismus.  
6.2.2 Der Unterschied der Endothelzell-Funktionalität zwischen Spalt-Zellen und 
konfluenten Zellen 
Bei Erkrankungen, wie der koronaren Herzkrankheit, kommt es zu vaskulären Schäden, wobei 
die Patienten aufgrund einer Gefäßverengung einer dringenden Behandlung bedürfen, um einen 
ausreichenden Blutfluss zu erhalten. Ballonkatheterdilatation und Stenting sind 




der Patienten verbessern (Windecker et al., 2014). Nichtsdestotrotz kommt es bei den genannten 
Behandlungsmöglichkeiten zur Verletzung der Endothelzellschicht mit nachfolgender 
Funktionsminderung. In der vorliegenden Arbeit wurden Endothelzellen unter zwei 
Bedingungen, die als Spalt und konfluente Bereich benannt wurden, beurteilt. Sie ahmten die 
Zustände der Zellen in einer Gefäßwunde nach: Spalt-Zellen - Zellen, die direkt der Wunde 
angrenzen und nachgewachsen sind, und konfluente Zellen - Zellen, die im unverletzten 
Bereich liegen, also ursprünglichem Endothel entsprechen. Diese Zellen wurden zudem unter 
hyperglykämischen und normoglykämischen Bedingungen beobachtet. Es wurde gezeigt, dass 
das Zellwachstum unter Hyperglykämie verlangsamt war. Das deutet darauf hin, dass auch die 
Funktionalität der Endothelzellen unter hyperglykämischen Bedingungen vermindert sein kann. 
In dieser Arbeit wurden für die Funktionalität den Zellen eNOS-Expression und NADPH-
Diaphorase-Aktivität bestimmt, von denen insbesondere die NADPH-Diaphorase-Aktivität 
Unterschiede zwischen Spalt-Zellen und konfluenten Zellen gezeigt hat. Dies spricht für die 
verminderte Funktionalität der neugebildeten Zellen im Spalt gegenüber den konfluenten 
Zellen, weil eine der wichtigsten Funktionen des Endothels die Produktion von NO ist. Die 
Aminosäure L-Arginin wird durch die eNOS oxidiert, indem als Produkte L-Citrullin und NO 
entstehen (Marletta et al., 1998; Schulz & Triggle, 1994). NO diffundiert weiter in tiefere 
Schichten des Gefäßes, wo dann in glatten Muskelzellen die Synthese von zyklischem 
Guanosinmonophosphat (cGMP) durch die zytosolische Guanylylzyklase erfolgt (Murphy & 
Walker, 1998). Nachfolgende intrazelluläre Signalwege führen über cGMP und 
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase zum Kalziumausstrom sowie zur Dephosphorylierung des 
Myosins und schließlich zur Vasodilatation (Mayer & Hemmens, 1997; Murphy & Walker, 
1998). Allerdings muss für die maximale Aktivität der eNOS der Kalzium-Calmodulin-
Signalweg aktiviert werden (Faller, 1999). So ist NO eines der stärksten, bekannten 
Vasodilatatoren und macht die eNOS damit zu einem wichtigen Enzym bei der 
Aufrechterhaltung der Gefäßhomöostase. Nicht jedes vorhandene Enzym ist funktionstüchtig 
und allein das Vorhandensein der eNOS beweist nicht die Aktivität des Enzyms. Hope et al. 
(1991) entdeckten, dass die NOS eine NADPH-Diaphorase-Aktivität besitzt und Tracey et al. 
(1993) zeigten eine Korrelation zwischen Aktivitäten der eNOS und der NADPH-Diaphorase 
in Endothelzellen der bovinen Aorta. Bereits Salameh et al. (1997) und Kabat et al. (2004) 
wendeten erfolgreich die histochemische Methode für den Nachweis der NADPH-Diaphorase-
Aktivität bei PAEC an. Aus den genannten Gründen wurde in dieser Arbeit eine mögliche 
Auswirkung der Gefäßverletzung (z.B. durch Ballonkatheterdilatation oder Stenting) auf die 




der NADPH-Diaphorase-Aktivität untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte man 
beobachten, dass die eNOS-Expression in PAEC sowohl in konfluenten Zellen als auch in 
Spalt-Zellen gleich blieb. Da aber die Expression nichts über die Aktivität des Enzyms aussagt, 
wurde zusätzlich die Aktivität des Co-Enzyms der eNOS, nämlich der NADPH-Diaphorase, 
gemessen.  Hierbei fand sich ein Unterschied: die nachgewachsenen Spalt-Zellen wiesen eine 
niedrigere Aktivität der NADPH-Diaphorase auf als die konfluenten Zellen. Daraus kann 
geschlossen werden, dass das nachgewachsene Endothel wahrscheinlich weniger NO bilden 
kann. Diese Vermutung impliziert, dass Patienten, die einer Ballonkatheterdilatation und 
Stenting unterzogen wurden, eine Endothelfunktionsminderung der betroffenen Stellen - 
zumindest in der frühen Phase nach Regeneration - besitzen und dadurch ein erhöhtes Risiko 
für Re-Stenosen und Thrombosen haben. Unter anderem wird die Freisetzung 
inflammatorischer Zytokine, erhöhtes Endothelin-1 (Douglas et al., 1994), persistierende 
Expression von ICAM-1, VCAM-1 (Tanaka et al., 1993), E-Selektin (Potenza et al., 2009) und 
die untersuchte verminderte Freisetzung von NO als Minderung der endothelialen Funktion 
bezeichnet. Die genauen Mechanismen, welche nach Gefäßverletzungen zu einer solchen 
verminderten endothelialen Funktion führen, sind wenig verstanden. Zum einen ist es eindeutig, 
dass die Spalt-Zellen weniger Zell-Zell-Kontakten als konfluente Zellen ausbilden. Liebner et 
al. (2006) berichten über den Einfluss der Zellkommunikation durch VE-Cadherin auf die 
NO-Bioverfügbarkeit und eNOS-Aktivität. Dabei wird Rho, eine Guanosintriphosphatase, die 
eNOS inaktiviert, mittels Signalwege über VE-Cadherin, vermindert (Liebner et al., 2006). 
Dementsprechend besitzen die Zellen, die mehr VE-Cadherine exprimieren (und mehr 
Zell-Zell-Kontakten ausbilden), auch eine höhere Aktivität der eNOS. Das würde erklären, 
warum die Aktivität der eNOS im Bereich der konfluenten Zellen höher ist, als im Spalt. Zum 
anderen werden die veränderte Blutströmung und der veränderte Shear-stress, der im Bereich 
des Stents zustande kommt, verantwortlich gemacht. Die Gegenwart des Stents erniedrigt den 
physiologischen Shear-stress (Chaabane et al., 2013). Folglich induziert der niedrige Shear-
stress die Expression pro-thrombotischer und pro-inflammatorischer Gene (Frueh et al., 2013). 
Die turbulente Blutströmung ersetzt die laminare Strömung und dadurch verliert die eNOS 
einen ihrer Aktivatoren, somit wird auch die Produktion von NO herabgesetzt (Noris et al., 
1995). Zusätzlich wurde berichtet, dass ein niedriger Sauerstoffpartialdruck die Funktion der 
eNOS beeinträchtigt (Faller, 1999). In dem in dieser Arbeit verwendeten Modell wurde auf die 
Einflussfaktoren Blutströmung oder Sauerstoffmangel verzichtet und nur die selbstständig 




Es ist weiterhin bekannt, dass Hyperglykämie einen großen Einfluss auf eNOS und ihre 
Aktivität hat (Du et al., 2001; Hamuro et al., 2002). In Vorbefunden von Kabat (Kabat et al., 
2004; Kabat & Dhein, 2006), zeigte sich bei PAEC unter Hyperglykämie eine signifikant 
niedrigere NO-Liberation sowie signifikant niedrigere NADPH-Diaphorase-Aktivität. Die 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Aktivität der eNOS durch Hyperglykämie erniedrigt 
wird. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen in Bezug auf die NADPH-Diaphorase-
Aktivität unter Hyperglykämie eine grenzwertig signifikant erniedrigte NADPH-Diaphorase-
Aktivität im Vergleich zur Normoglykämie im konfluenten Bereich des Wound-Healing-
Assays von PAEC. Im Spaltbereich wurde kein Unterschied zwischen Normoglykämie und 
Hyperglykämie gefunden. Die unterschiedlichen Ergebnisse können durch leicht abweichende 
Methoden der Versuche zustande kommen. Bei Kabat et al. (2004) waren die 
Kultivierungszeiten der PAEC in der Passage 3 länger (3-4 Tage vs. 2,5 Tage) und die 
verwendeten Kultivierungsgefäße waren aus Glas (in dieser Arbeit aus Kunststoff). Obwohl die 
Kunststoffkulturflaschen durch ihre Vorbehandlung hydrophil gemacht werden (Schmitz, 
2011), unterscheiden sie sich in ihren Aufbau von Petrischalen aus Glas, was durchaus 
Auswirkungen auf die Endothelzellen haben kann. Kabat (Kabat et al., 2004; Kabat & Dhein, 
2006) hat auch nur mit konfluent gewachsenen PAEC gearbeitet. Andere Studien zeigten eine 
erniedrigte NO-Liberation (Olbrich et al., 1995, 1996) oder auch erniedrigte NAPDH-
Diaphorase-Aktivität (Salameh et al., 1997) unter Hyperglykämie, was als eine 
Funktionsminderung der eNOS zu deuten ist. Die Experimente wurden direkt in den Gefäßen 
von Ratten (Olbrich et al., 1995, 1996) oder auch in vitro mit PAEC (Salameh et al., 1997) 
durchgeführt, wobei in allen Fällen eine Konfluenz zwischen den Zellen herrschte. Es ist 
möglich, dass sich die Zellkulturen in Konfluenz anders als nicht konfluente Zellkulturen 
verhalten. Schon bei den Versuchen dieser Arbeit kann man die Unterschiede zwischen Zellen 
des konfluenten Bereichs und Spalt-Zellen sehen. Vermutlich hat die Ausreifung der Zellen, 
ihre Zell-Zell-Kontakte und ihr Ruhezustand, statt eines Wachstumszustands, in welchem sich 
die Zellen im Wound-Healing-Assay befanden, einen großen Einfluss auf die Funktionalität der 
Zellen, sowie die Hyperglykämieeinwirkung auf die Zellen. Dies ist im Vergleich der 
Ergebnisse dieser Arbeit zu den Ergebnissen der erwähnten Studien zu sehen. 
Ein interessanter Punkt sind die in vivo vorhandenen EPC. Die EPC sind aus dem Knochenmark 
stammende Zellen, die sich zu Endothelzellen differenzieren und sich in das Gefäßendothel 
eingliedern können. Es wurde gezeigt, dass die EPC nach durch Ballonkatheterdilatation 
verursachte Verletzung aus dem Knochenmark mobilisiert werden und sich in das freiliegende 




in durch Ballonkatheterdilatation verletzte Arterien von Kaninchen zu einer zügigeren 
Re-Endothelisation der Gefäße (Griese et al., 2003). Auch die Anzahl von EPC im Blut von 
Patienten scheint einen voraussagenden Wert für das Outcome von Patienten mit der koronaren 
Herzerkrankung zu haben (Werner et al., 2007). Es ist also zu vermuten, dass die Unterschiede 
zwischen den konfluenten Zellen und Spalt-Zellen, die wir in dieser Arbeit gesehen haben, 
durch EPC in vivo reduziert werden können. 
Schließlich ist anzunehmen, dass das Ausreifen der Zellen und Erreichen des 
Konfluenzstadiums für die Funktion der Zellen von Bedeutung ist. Folglich müssten die Zellen 
im konfluenten Endothel anders auf metabolische Effekte ansprechen als Zellen, die keine 
Konfluenz erreicht haben. Somit sind das schnellstmögliche Wachstum des verletzten 
Endothels und die Wiederherstellung der lückenlosen Endothelzellschicht von wesentlicher 
Relevanz für die Funktionalität des Endothels als vollständiges Organ. 
6.2.3 Der Effekt von Salbutamol 
In dieser Arbeit wurde eine Behandlung der PAEC mit Salbutamol (einem ß2-Adrenozeptor-
Agonist) durchgeführt. Es sollte untersucht werden, ob der Arzneistoff eine Wirkung auf 
hyperglykämisch kultivierten PAEC hat. In dieser Arbeit wurde kein Effekt von Salbutamol 
gefunden. In anderen Studien mit anderen Modellen wurde jedoch ein positiver Effekt von 
Salbutamol auf hyperglykämisch bedingte endotheliale Dysfunktion beobachtet (Kabat et al., 
2004; Parent et al., 1993). Der Unterschied der Ergebnisse von Kabat et al. (2004) und der 
Ergebnisse dieser Arbeit könnte vom Zellkulturmodell abhängig sein. Während Kabat et al. 
(2004) mit konfluent gewachsenen PAEC gearbeitet haben, wurde in dieser Arbeit ein 
Zellkulturmodell mit dem Wound-Healing-Assay durchgeführt. Im Wound-Healing-Assay 
haben die Endothelzellen in Passage 3 nie volle Konfluenz erreicht, weil der Spalt als 
Wundsimulation untersucht wurde. Die Zellen teilen sich nicht mehr, nachdem sie Konfluenz 
erreicht haben. Dies geschieht hauptsächlich durch Kontaktinhibition. Mehrere Signalwege 
sind bekannt, die die Hemmung des zellulären Wachstums durch Kontaktinhibition in 
verschiedenen Zelllinien vermitteln (Azar et al., 2010; Corvera et al., 2000; Fiaschi et al., 2001; 
Hannan et al., 2000; Hirano et al., 2001; Lampugnani et al., 1997; Pani et al., 2000; Vinals & 
Pouyssegur, 1999). Es ist nicht klar, ob bestimmte Signalwege nur in bestimmten Zelllinien 
einzeln vorkommen, ob sie parallel ablaufen können oder ob sie einander beeinflussen können. 
Jedoch bewirken in den Zellen ablaufende Phosphorylierungen von Proteinen, Aktivierungen 
und Deaktivierungen von Transkriptionsfaktoren bestimmte intrazelluläre Reaktionen. Durch 
die Kontaktinhibition verwandeln sich die Zellen vom Wachstumszustand in den Ruhezustand. 




metabolische Reaktionen bzw. Zellreaktionen auf Arzneistoffe haben. Letzteres könnte dazu 
führen, dass sich im Ruhezustand befindliche PAEC, wie im Modell von Kabat et al. (2004), 
anders auf Salbutamol reagierten, als sich im Wachstumszustand befindliche Zellen, wie im 
Wound-Healing-Assay Modell. Es muss auch berücksichtigt werden, dass das in dieser Arbeit 
verwendete Zellkulturmodell zwei Kompartimente besaß - einen konfluenten Bereich und einen 
Spalt-Bereich. Durch die unterschiedlichen Bedingungen brachten die erfassten Daten eine 
größere Streuung in das Versuchssystem, was folglich eine größere Unsicherheit mit sich 
bringt. 
Salbutamol ist ein ß2-Adrenozeptor-Agonist. Steinberg et al. (1984) haben mithilfe der 
Radioligandbindungsstudie die Existenz der ß-Adrenozeptoren auf bovinen aortalen 
Endothelzellen bestätigt. Die folgenden Studien haben durch die Autoradiographie auf dem 
Endothel der Arteria thoracica interna (Molenaar et al., 1988) und durch biochemische Daten 
in HUVEC das Vorhandensein der ß-Adrenozeptoren (Ferro et al., 1999) bewiesen. Weiterhin 
haben in vivo Studien die Unterstützung der endotheliale Relaxation durch die Stimulation von 
ß2-Adrenozeptoren in Koronararterien des Hundes (Parent et al., 1993), Pia-Arterien der 
neugeborenen Schweine (Rebich et al., 1995) und in der A. brachialis des Menschen (Dawes et 
al., 1997) gezeigt. Die Wirkung von ß2-Adrenozeptoren wurde darüber hinaus auch im Bezug 
auf die durch Hyperglykämie verursachte endotheliale Dysfunktion untersucht. Positive Effekte 
auf das Endothel durch ß2-Adrenozeptor Agonismus wurde von Salameh und Dhein (1998), 
Kabat et al. (2004), Olbrich et al. (1999) untersucht. Sie haben gezeigt, dass die unter 
Hyperglykämie erniedrigte NO-Freisetzung (Kabat et al., 2004; Olbrich et al., 1999), 
erniedrigte intrazelluläre Kalziumfreisetzung (Salameh & Dhein, 1998), erniedrigte 
NADPH-Diaphorase-Aktivität (Kabat et al., 2004), erhöhte Permeabilität der Zellen (Olbrich 
et al., 1999) sowie erhöhte intrazelluläre NADH Konzentration (Kabat et al., 2004) durch die 
Stimulation von ß2-Adrenozeptoren antagonisiert werden können. ß-Adrenozeptoren sind 
membranständige Rezeptoren die an ein stimulierendes G-Protein gekoppelt sind. Durch die 
Aktivierung eines ß-Adrenozeptors, wie durch Salbutamol, kommt es zur Bindung des 
G-Proteins, welches folglich die Adenylatcyclase aktiviert. Die Adenylatcyclase katalysiert die 
Reaktion von Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), 
welches als second messenger die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. PKA ist ein wichtiges 
Protein, das intrazelluläre Abläufe kontrollieren kann. Es ist in der Lage die Aktivität der 
Proteine durch direkte Phosphorylierung zu erhöhen oder zu erniedrigen. Zusätzlich kann die 
PKA im Zellkern die Transkription verschiedener Gene steuern. Durch die Interaktion von 




protein) werden die Transkription und somit Synthese der Proteine der Zelle verändert. Eine 
große Bedeutung für die endotheliale Funktion hat die eNOS, die durch multiple Mechanismen 
reguliert werden kann, unter anderem auch durch die PKA, die mittels posttranlationaler 
Phosphorylierung die eNOS-Aktivität steigert (Michell et al., 2001). PKC senkt dagegen die 
Aktivität von eNOS durch Phosphorylierung (Michell et al., 2001). Unter Hyperglykämie ist 
die Synthese von DAG erhöht, was zur Erhöhung der PKC-Aktivität führt (Idris et al., 2001) 
(siehe 6.1.3). Die durch die PKC vermittelte erniedrigte eNOS-Aktivität, kann eine der Gründe 
für minderwertige Endothelfunktion unter Hyperglykämie sein. Sie kann dann durch die 
ß2-Adrenozeptor-Stimulation und PKA Funktion eventuell aufgehoben werden.  
In dieser Arbeit wurden aber Effekte der ß2-Adrenozeptoren-Stimulation durch Salbutamol 
nicht sicher gesehen. Eventuell sind die Ergebnisse dieser Arbeit aufgrund der oben genannten 
Unterschiede in der Methodik (Wound-Healing-Assay statt konfluentes Endothel) von den 
Vorarbeiten abgewichen. Zusätzlich waren die Messareale technisch bedingt in der 
vorliegenden Arbeit deutlich kleiner als in den Vorarbeiten. 
6.2.4 E-Selektin Expression auf Endothelzellen 
In kultivierten PAEC im Wound-Healing-Assay wurde die Expression von E-Selektin in der 
vorliegenden Arbeit untersucht. Im verwendeten Zellmodell wurden keine Unterschiede der 
E-Selektinexpression unter den untersuchten Bedingungen von Normo- und Hyperglykämie, 
sowie Behandlung mit Salbutamol gefunden. Offenbar wird die E-Selektinexpression auf 
PAEC im Wound-Healing-Assay durch Konfluenz oder Hyperglykämie nicht beeinflusst. E-
Selektin ist ein Adhäsionsprotein, welches eine Rolle in der Rekrutierung der Leukozyten in 
die Entzündungsstelle spielt (Dela Paz & D’Amore, 2009). Die Leukozytenrekrutierung aus 
dem Blutstrom ist wesentlich für die Entwicklung einer Entzündungsreaktion, um eine 
Infektion oder eine Verletzung, welche z.B. beim Stenting entsteht, zu beheben. Der Körper hat 
einen Vorgang entwickelt, der schrittweise die Anheftung der Leukozyten an die Gefäßwand 
mit nachfolgendem Rollen entlang der Endothelzellen und weiterhin die festere Adhäsion und 
Leukodiapedese der Leukozyten steuert (Su et al., 2012). Dafür sind mehrere Proteine 
verantwortlich. Unter anderem sind IL-1, TNFα, Mac-1 und sich auf Endothelzellen befindende 
P- und E-Selektine, ICAM-1, VCAM-1 zu erwähnen. Die Änderung in der Proteinexpression 
führt zur Störung des oben genannten Prozesses, was bei einigen Erkrankungen, wie z.B. 
Diabetes mellitus, beobachtet werden kann. Dies ist einer der Gründe der makrovaskulären 
Schäden beim Diabetes mellitus. Folglich sind von Adhäsionsmolekülen abhängige Funktionen 




sE-Selektin (soluble E-Selektin) und glykiertem Hämoglobin (HbA1c) in diabetischen 
Patienten, demzufolge zeigten Morigi et al. (1998) eine erhöhte E-Selektin Expression auf 
Endothezellen (HUVEC) unter hyperglykämischen Bedingungen. Er hat folglich einige 
Signalwege als Mechanismus der Proteinexpression, wie PKC, NF-kB und Einfluss von AGEs, 
vorgeschlagen. Auch NO kann inhibitorische Effekte auf die E-Selektin Expression haben 
(De Caterina et al., 1995), was impliziert, dass erniedrigte NO unter Hyperglykämie die hohe 
Expression von E-Selektin induziert (Matsumoto et al., 2001). Es ist zu bedenken, dass die 
Prozesse in der Zelle parallel ablaufen und einander beeinflussen können. Auch andere 
Adhäsionsmoleküle können durch Hyperglykämie beeinflusst werden. Es wurde eine Erhöhung 
der VCAM-1 und ICAM-1 Expression auf humanen Aortenendothelzellen unter 
Hyperglykämie beobachtet (Pahwa et al., 2016). Anzumerken ist, dass diese Ergebnisse mit 
einer anderen Studie im Kontrast stehen, in welcher keine Erhöhung der VCAM-1 und ICAM-1 
auf HUVEC unter Hyperglykämie gesehen wurde (Azcutia et al., 2010). Azcutia et al. (2010) 
erklärten die unterschiedlichen Ergebnisse mit einer schon vorhandenen Entzündung bei 
in vitro gezüchteten Zellen, welcher die Expression der Moleküle beeinflusst, wobei der 
Entzündungsgrad in den Zellkulturen verschieden sein kann und die Ergebnisse verzerrt 
werden. Vor dem oben beschriebenen Hintergrund erschien es sinnvoll, eventuelle 
Veränderungen der E-Selektin Expression in dem Modell mit zu untersuchen. In der 
vorliegenden Arbeit können die fehlenden Expressionsunterschiede des E-Selektins auf 
porcinen Endothelzellen ebenfalls durch den unterschiedlichen Entzündungsgrad in in vitro 
Experimenten begründet werden. Tendierende Meinung, dass die Adhäsionsmolekülexpression 
durch Hyperglykämie erhöht ist, erklärt die erhöhte Neigung diabetischer Patienten für 
kardiovaskuläre Erkrankungen, wie Atherosklerose. Möglicherweise wird durch anfängliche 
Atherosklerose der allgemeine Metabolismus der Endothelzellen beeinträchtigt, wobei die 
Funktionen der Zellen gestört werden, dabei zusätzlich die Entzündungsreaktion für die 
Behebung der Verletzung des Endothels nicht mehr adäquat funktioniert, obwohl die 
Adhäsionsmolekülenexpression erhöht ist, wie die Mehrheit der Studien suggerieren. Es wäre 
auch denkbar, dass solche Veränderungen erst unter Flussbedingungen, also in überströmten 
Modellen, sichtbar werden. Darüber hinaus sind die untersuchten Zellen unterschiedlichen 
Ursprungs, was ebenfalls einen Einfluss haben könnte. In der vorliegenden Arbeit konnten 
andere Adhäsionsmoleküle wegen fehlender, reaktiver, geeigneter Antikörper nicht untersucht 
werden. So wurde die Bestimmung von VCAM-1 und GPIIb/IIIa zwar versucht, aber kein an 




6.3 Methodik und Limitationen 
Um die wichtigen Fragen dieser Arbeit zu beantworten, wurden ausgewählte Techniken, 
einschließlich Zellkultur, Immunhistochemie und Immunfluoreszenz, verwendet. Das 
Zellkulturmodell wurde als ebenfalls grundlegende Technik verwendet. Das Model wurde nach 
einem erfolgreichen Entwurf von Salameh und Dhein (Salameh & Dhein, 1998) mit 
Endothelzellen erstellt. Es umfasste konfluent gewachsene porcine aortale 
Endothelzellkulturen, bei denen ein Wachstumsdefekt mittels eines Inserts gesetzt worden ist, 
welcher eine Verletzung nach Stenting oder Ballonakatheterdilatation imitieren sollte. In 
diesem Modell ist es möglich die Wachstumsgeschwindigkeit sowie die ausgewählten Proteine 
und ihre Funktionalität in den nachgewachsenen Zellen (Spalt-Zellen) und den konfluenten 
Zellen zu vergleichen. Der Einfluss der Hyperglykämie und der Effekt von Salbutamol wurden 
unter Zugabe von D-Glucose und 100nmol/l Salbutamol untersucht.  
Es wurden Endothelzellen des arteriellen Systems benutzt. Die Arterien unterscheiden sich 
gegenüber Venen nicht nur durch ihren anatomischen Aufbau, sie sind auch anderen 
physikalischen Einflüssen ausgesetzt. Es überrascht also nicht, dass sich das Endothel im 
venösen und arteriellen System unterscheidet. Arterien sind die Gefäße, die den größten 
Druckschwankungen ausgesetzt sind, sowie am stärksten an der Regulation des Blutflusses 
beteiligt sind. Durch ständigen Blutfluss und Shear-stress werden die arteriellen Endothelzellen 
lang und schmal, wobei venöse Endothelzellen eher kurz und breit bleiben und somit einen 
langsameren Blutfluss und niedrigeren Blutdruck im venösen System reflektieren (Dela Paz & 
D’Amore, 2009). Die großen Arterien sind mit einem großen Anteil an elastischem und fibrösen 
Gewebe in ihrer Gefäßwand fähig dem hohen Blutdruck entgegenzustehen (Germann & 
Stanfield, 2005). Durch den Anteil an muskulärem Gewebe werden die kleineren Arterien als 
Widerstandsgefäße bezeichnet. Sie haben die Fähigkeit sich zu kontrahieren und zu entspannen 
und damit den Blutdruck im erforderlichen Bereich zu halten (Germann & Stanfield, 2005). 
Die arteriellen Endothelzellen nehmen einen wichtigen Platz unter den Hauptregulatoren des 
Gefäßtonus und der Gefäßhomöostase ein. Unter anderem durch die Produktion von NO, 
Prostazyklin, Endothelin, Thrombaxan steuert das Endothel zur Regulation von 
Vasokonstriktion und Vasodilatation bei (Olver & Laughlin, 2016; Ross, 1993). In der 
vorliegenden Arbeit wurde die endotheliale Dysfunktion untersucht. Diese hat ihren Stellenwert 
bei Stenosen und Re-Stenosen der arteriellen Gefäße, meist Koronargefäße. Daher wurden in 
den Experimenten PAEC anstatt endothelialer Zellen aus dem venösen System, wie zum 
Beispiel HUVEC, verwendet. Die Aorta ist jedoch ein rein konduktives Gefäß. Sie dient auch 




Compliance (Germann & Stanfield, 2005). Die Aorta braucht aufgrund ihrer Physiologie keinen 
großen antithrombotischen Effekt und ist auch weniger durch Ballonkatheterdilatation oder 
Stenting, die im Rahmen der koronaren Herzkrankheit verwendet werden, betroffen. So werden 
eventuell auch die aortalen Endothelzellen weniger durch physiologische Prozesse reguliert. 
Die in dieser Arbeit verwendeten Endothelzellen waren aortalen Ursprungs und es ist möglich, 
dass die Effekte auf den Metabolismus der Endothelzellen, die hier untersucht worden sind, 
unterschätzt wurden. Idealer Weise würde man koronare Endothelzellen verwenden. Diese gibt 
es auch kommerziell, jedoch als immortalisierte Zelllinie, zu kaufen. Durch die 
Immortalisierung könnten aber wiederum Signalwege, die gerade im Wound-Healing-Assay 
von Bedeutung sind, verändert sein, weswegen hiervon Abstand genommen wurde. 
In dieser Arbeit wurden Endothelzellen aus den porcinen Aorten entnommen. Die Schweine 
werden wegen ihrer Ähnlichkeit zum Menschen häufig in der Forschung als Tiermodell 
genutzt. Am häufigsten  untersucht sind das kardiovaskuläre System, der Verdauungstrakt,  die 
Harnwege und die Haut (Swindle et al., 2012). Schon 1965 demonstrierten French et. al, dass 
das kardiovaskuläre System des Schweines dem des Menschen ähnelt (French et al., 1965). 
Schweine teilen viele gemeinsame Merkmale mit dem Menschen in ihrer Pathophysiologie, 
deshalb sind Krankheiten wie Diabetes mellitus sowie damit assoziierte makrovaskuläre 
Funktionsstörungen in Schweinen untersucht worden (Artinger et al., 2009). Tiermodelle mit 
Schweinen trugen stark dazu bei, dass die Entwicklung von Stenting und Stents große 
Fortschritte in den letzten 30 Jahren gemacht haben (Lloyd-Jones et al., 2010; Schwartz et al., 
2008). Um die Endothelzellen bei Mikro- und Makroangiopathien genauer zu untersuchen, 
haben schon Slater und Sloan (1975) eine Endothelzellkultur aus den Lungenarterien von 
Schweinen erstellt. Jedoch bringt das Schweinemodell auch Nachteile mit sich. Der Nachweis 
von Schweineantigenen mittels Antikörper funktioniert nicht immer gut, somit können nicht 
alle gewünschten Parameter des Endothels untersucht werden. Beispielsweise wurde ein 
interessantes Protein GPIIa/IIIb, welches bei der Thrombozytenaggregation sowie 
Endotheladherenz eine Rolle spielt, hier nicht untersucht, weil entsprechende Antikörper für 
Schweingewebe nicht geeignet sind. Abgesehen davon, besitzen die Endothelzellen der 
Schweineaorta genügend Ähnlichkeiten zu den von Menschen, weshalb man die Ergebnisse der 
Arbeit entsprechend interpretieren kann. 
Die Experimente wurden in dieser Arbeit in vitro durchgeführt. Trotz des Versuchs sie 
möglichst annähernd zum lebenden System durchzuführen, entstanden einige Unterschiede, die 
die erhobenen Ergebnisse beeinflussen. Die Endothelzellen im Blutgefäß wachsen auf einer 




Organisation der Endothelzellschicht. Die Bestandteile der Basalmembran initiieren zelluläre 
Signalwege, die das Verhalten, die Differenzierung sowie die Proliferation und Migration der 
Endothelzellen beeinflussen (LeBleu et al., 2007; Perry, 2005). In dieser Arbeit wurde mit 
einem Gelatineuntergrund gearbeitet. Dieser diente dazu eine einheitlich definierte Basis zu 
schaffen und die Grundpolarität auszugleichen. Trotzdem entspricht sie nicht der physiologisch 
vorhandenen Basalmembran. Deswegen konnten bei der PAEC-Kultivierung nicht alle 
einwirkenden physiologischen Einflüsse der Basalmembran berücksichtigt werden.  
Ein anderer Unterschied besteht darin, dass das Endothel im Organismus vom Blutfluss 
beeinflusst ist. Die laminare Strömung dient als Steuerungsstimulus und ist sehr wichtig für die 
Endothelfunktion. Der durch Strömung verursachte Shear-stress, sowie das mechanische 
Stretching besitzen ein großes Interesse in der heutigen Forschung. Vor allem die 
Endothelzellen, die direkt mit dem Shear-stress in Kontakt kommen, werden davon beeinflusst. 
In vitro und in vivo Studien zeigen, dass Shear-stress die Transkription der Gene in 
Endothelzellen aktiviert und Angiogenese, Adhesion sowie Remodeling fördert  (Castier et al., 
2005; Chen et al., 2001; Urbich et al., 2000). Insbesondere die Expression der eNOS mRNA in 
Endothelzellen der bovinen Aorta wird durch Shear-stress erhöht (Nishida et al., 1992; Ziegler 
et al., 1998), was direkt mit der endothelialen Funktion korreliert. Durch die Regulation des  
Zytoskelettumbaus, der Zellpolarität und der Protrusion der Lamellopodien, beeinflusst der 
Blutfluss auch die Migration der Endothelzellen (Li et al., 2002). Die PAEC wurden in der 
vorliegenden Arbeit unter statischen Bedingungen untersucht. Der Shear-stress konnte nicht 
imitiert werden und sein Einfluss wurde nicht berücksichtigt, was eine Abweichung der 
Ergebnisse von den Prozessen im lebenden Organismus bewirkt.  
Diabetes mellitus ist eine Systemerkrankung, die nicht nur durch Hyperglykämie, sondern auch 
durch eine Insulinresistenz, Hyperlipoproteinämie, arterielle Hypertonie und Adipositas 
gekennzeichnet ist (Guerci et al., 2001). In dieser Arbeit wurde eine Hyperglykämie mit der 
Zugabe von D-Glucose, was insgesamt eine Konzentration von 20mmol/l (entspricht etwa 
400 mg/dl in vivo) entspricht, erreicht (Salameh & Dhein, 1998). Damit der chronische Effekt 
der Hyperglykämie ermöglicht werden konnte, wurde die Hyperglykämie in den Passagen 2 
und 3 erzielt, was etwa 5 Tage dauerte. Andere Risikofaktoren wurden in der Zellkultur nicht 
berücksichtigt, somit wurden in dieser Arbeit ausschließlich die Effekte der Hyperglykämie auf 
das Endothel untersucht. 
Generell kann im Sinne des Experimentes, als reduziertes Versuchssystem, das vorliegende 
Endothelzellkultursystem mit Endotheldefekt als vereinfachtes System zur Betrachtung 




Bezüglich der Enzymaktivität wäre ein direkter lokaler Nachweis der produzierten NO-Menge 
im Spalt und im konfluenten Endothel interessant, ist aber technisch nicht durchführbar, da 
erstens zwischen beiden ein Flüssigkeitskontinuum besteht, und daher das NO diffundieren 
kann, und zweitens NO sehr instabil ist, und somit schwer nachweisbar ist. Es gibt zwar NO-
Sonden, diese sind jedoch sehr störanfällig und benötigen für reliable Messungen größere, in 
einem Fall wie dem vorliegenden durch eine Diffusionsschranke getrennte Areale. Insofern 
wurde darauf verzichtet, und stattdessen die NADPH-Diaphorase-Aktivität herangezogen. 
Bezüglich der molekularen Mechanismen wäre es noch interessant, die funktionelle Kopplung 
der Endothelzellen im regenerierten und im ursprünglichen Bereich zu untersuchen, was aber 
technisch kaum möglich ist, da ein Patchen der Zellen aufgrund der Brechung des Untergrundes 
unter diesen Bedingungen nicht gelang.  
6.4 Ein Ausblick  
Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde könnten auf die klinische Konstellation 
übertragen bedeuten, dass regeneriertes Endothel tatsächlich im Bereich einer 
Endothelverletzung durch Ballonkatheterdilatation und Stenting funktionell weniger aktiv ist 
und somit auch weniger NO bilden kann. Da NO einen wesentlichen antiagreggativen und 
dilatativen Effekt hat, kann die vorliegende Arbeit hiermit eine mögliche Erklärung für die 
häufig beobachteten frühen Reocclusionen im Bereich von Stents und nach 
Ballonkatheterdilatation liefern. Ein möglicher Ansatzpunkt für Folgearbeiten, wäre die 
Bestimmung von anderen Proteinen, die für die Funktionalität der Endothelzellen wichtig sind. 
Unter anderem wären dies VCAM-1, GPIIb/IIIa und Endothelin-1. Das genauere Wissen über 
die Biochemie der Zellen im Spalt nach der Endothelverletzung bei Ballonkatheterdilatation 
und Stenting, könnte wichtige Ansatzstellen für die Bekämpfung der häufig auftretenden Re-
Stenosen, besonders bei den Patienten mit Diabetes mellitus, darstellen. Es wäre zudem 
interessant auch die Endothelzellen, die auf dem Stent selbst wachsen, zu untersuchen. Die 
Präsenz des Fremdstoffs, wie z.B. Stents, im Körper kann nicht nur das Wachstum und 
Wachstumsgeschwindigkeit (Parry et al., 2005), sondern auch die Funktionalität den Zellen 
beeinflussen (Steffel et al., 2005). 
Auch weiterhin wird für ein besseres Outcome von Ballonkatheterdilatation und Stenting bei 
Patienten mit Diabetes mellitus intensive Forschung vonnöten sein. Es gibt viele Aspekte, die 
noch untersucht und geklärt werden sollten, damit die Pathophysiologie der Reocclusionen 




Herzerkrankung und Diabetes mellitus leidenden Patienten einen großen Vorteil im Verlauf 
ihrer Krankheit bringen. 
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Der Endothel-Monolayer bildet die Grenze zwischen Blut und weiteren Schichten der 
Gefäßwand sowie den restlichen Geweben des Körpers. Durch seine günstige Lage ist das 
Endothel am Transport von Gasen, Nährstoffen und Leukozyten vom Blut in das umliegende 
Gewebe, an der Blutdruckregulation, der Blutgerinnung sowie dem Erhalt des gleichmäßigen, 
laminaren Blutflusses beteiligt. Endotheliale Dysfunktion kann man als einen Zustand des 
Endothels bezeichnen, bei dem die physiologischen Homöostase-erhaltenden Eigenschaften 
sich zu einem vasokonstriktiven, proinflammatorischen und prothrombotischen Zustand hin 
verschieben. Eine wichtige Stellung in der Gefäßhomöostase nimmt das Stickstoffmonoxid 
(NO) ein. Es ist neben dem antithrombotischen Effekt der stärkste und wichtigste Vasodilatator 
des Körpers, sodass die NO-Bioverfügbarkeit als Marker der endothelialen Dysfunktion dienen 
kann. Im inflammatorischen Zustand werden auf dem aktivierten Endothel P- und E-Selektine, 
die der Leukozytenrekrutierung dienen, vermehrt exprimiert (Dela Paz & D’Amore, 2009; Ley 
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et al., 2007). Verschiedene Krankheiten können zur Funktionsminderung von Endothel führen. 
Heutzutage ist eine der bedeutendsten und wichtigsten chronischen Krankheiten der Diabetes 
mellitus. In den letzten Jahrzehnten stieg die Prävalenz der Erkrankung massiv an (NCD-RisC, 
2016). Dies hat nicht nur steigende Gesundheitskosten, die pro Jahr schon in Deutschland ca. 
13,1 Mrd. Euro betragen (Korber et al., 2013) zur Folge, sondern führen auch zu einer 
steigenden Prävalenz von Begleiterkrankungen und ebenfalls einer verschlechterten Prognose 
der begleitenden Erkrankungen, vor allem der arteriellen Hypertonie oder des Myokardinfarkts. 
Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist in ihren unterschiedlichen Manifestationen die 
häufigste Todesursache in Deutschland (Statistisches Bundesamt, 2016). Die Prävalenz der 
kardiovaskulären Erkrankungen ist unter Diabetikern zwei- bis dreifach erhöht (Sarwar et al., 
2010), zugleich ist auch das Outcome der Diabetiker mit KHK viel schlechter im Vergleich zur 
restlichen Population  (Scheen & Warzée, 2004; Wilson et al., 2004). Die die Lebensqualität 
beeinträchtigende koronare Herzerkrankung wird heutzutage bevorzugt mit 
Ballonkatheterdilatation und Stenting therapiert. Obwohl die Techniken schon sehr 
fortgeschritten sind und sie das Überleben der Patienten um ein Vielfaches verbessert haben, 
sind Risiken, vor allem Thrombosen und Re-Stenosen, vorhanden, die den Therapieerfolg 
reduzieren können. Trotz intensiven Präventionsmaßnahmen kommen Thrombosen bei ca. 2 % 
der Patienten, Re-Stenosen sogar bei bis zu ca. 16 % vor (S.W. Lee et al., 2008). Durch die 
Intervention wird das betroffene Gefäß nicht nur behandelt, sondern auch verletzt, wobei das 
Endothel, das die Gefäßinnenwand auskleidet, durch den Ballon verletzt oder abgeschliffen 
wird (Pasternak et al., 1980). Die Fähigkeit des Endothels sich zu regenerieren ermöglicht die 
Auskleidung des Stents mit Endothel sowie die Regeneration der Gefäßwand. Therapeutisch 
wird diese kritische Zeit üblicherweise mit einer dualen Plättchenaggregationshemmung 
überbrückt. Trotzdem sind mit Stents versehene Gefäßabschnitte im Verlauf prädisponiert für 
Thrombosen und Re-Stenosen (Cassese et al., 2014). Daher ist es wichtig zu untersuchen, wie 
sich die neu gewachsenen Endothelzellen von denen in unverletzten Gefäßabschnitten 
verbliebenen Zellen funktionell unterscheiden und ob diese minderwertiger sind. Fraglich ist es 
auch, ob Diabetes mellitus und Hyperglykämie die sich regenerierenden Endothelzellen 
beeinflussen und die Funktionalität der Zellen beeinträchtigen. Das erhöhte Vorkommen von 
Stent-Thrombosen und Stent-Re-Stenosen bei Diabetikern unterstützt diesen Verdacht und 
erfordert die weitere Erforschung von den Signalwegen, die daran beteiligt sind. Olbrich et al. 
(1999) und Kabat et al. (2004) zeigten, dass sich ß2-Adrenozeptoren-Agonisten positiv auf die 
endotheliale Dysfunktion bei Hyperglykämie auswirkten. Ihre Ergebnisse führen weiterhin zur 
Überlegung, ob die ß2-Adrenozeptoren-Stimulation weitere, die endotheliale Dysfunktion 
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bedingenden Merkmale beeinflusst und ob Salbutamol (ß2-Adrenozeptor-Agonist) geeignet ist 
die Unterschiede der Zellen zwischen ursprünglichem und nachgewachsenem Endothel 
aufzuheben. 
Um die Fragestellungen beantworten zu können, wurden in dieser Studie Endothelzellen aus 
der Aorta des Schweins (PAEC) kultiviert. Die Zellen einer Aorta wurden aufgeteilt und unter 
normoglykämischen (5 mmol/l D-Glucose) oder hyperglykämischen (20 mmol/l D-Glucose; 
100 mmol/l) Bedingungen sowie mit oder ohne Behandlung mit Salbutamol kultiviert. Danach 
wurde mit den PAEC der Wound-Healing-Assay durchgeführt. Hierbei wurde durch ein Insert 
ein Spalt (Defekt) erzeugt, der im Anschluss den Zellen für 36 Stunden hinein zu wachsen 
erlaubte. So konnte die Wundheilung unter verschiedenen Glukosekonzentrationen und unter 
dem Einfluss von Salbutamol imitiert und untersucht werden. Bei dem durchgeführten Assay 
entstand jeweils zwei Areale den Zellen: konfluente Zellen (=ursprüngliches Endothel) und 
Spalt-Zellen (=nachgewachsenes, regeneriertes Endothel). Anschließend wurden konfluente 
und Spalt-Zellen auf verschiedenen Eigenschaften untersucht. Bei den PAEC wurde die 
Spaltbreite nach der Wanderung gemessen und drei Proteine - endotheliale NO-Synthase 
(eNOS), NADPH-Diaphorase und E-Selektin, mittels histochemischen und 
immunhistochemischen Methoden, untersucht. 
Zunächst wurde beobachtet, dass in hyperglykämischen Bedingungen gewachsene 
Endothelzellen eine signifikant größere Spaltbreite im Vergleich zur in normoglykämischen 
Bedingungen gewachsene Zellen aufwiesen (639,54 ± 41,22 µm vs. 481,53 ± 64,09 µm; 
p<0,001). Diese Ergebnisse deuten auf die langsamere Wachstumsgeschwindigkeit der 
hyperglykämisch beeinflussten Zellen hin. Bei der eNOS-Expression gab es zwischen dem 
Spaltbereich und dem konfluenten Bereich keinen signifikanten Unterschied. Jedoch wies die 
Aktivität des Co-Enzyms der eNOS (die NADPH-Diaphorase), die mittels NADPH-
Diaphorase-Aktivität histochemisch bestimmt wurde, Veränderungen auf. So zeigte das in den 
Spalt eingewachsene Endothel schwächere NADPH-Diaphorase-Aktivität als das konfluente 
Endothel (p<0,001). Die Hyperglykämie beeinflusste die eNOS-Expression der Endothelzellen 
weder im Spaltbereich noch im konfluenten Bereich im Vergleich zur Normoglykämie. Die 
NADPH-Diaphorase-Aktivität zeigte in den hyperglykämisch gewachsenen Zellen im 
konfluenten Bereich eine etwas schwächere Intensität der Färbung im Vergleich zur 
Normoglykämie; der Unterschied war jedoch nicht signifikant (0,619 ± 0,030 vs. 0,694 ± 0,036, 
n.s.). Im Spaltbereich zeigte sich dagegen gar kein Effekt unter hyperglykämischen 
Bedingungen (0,483 ± 0,046 vs. 0,492 ± 0,039, n.s.). Salbutamol hatte keinen Einfluss auf die 
NADPH-Diaphorase-Aktivität in untersuchten Endothelzellen.  
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In der E-Selektin Expression konnte zwischen den im Spalt und den im konfluenten Bereich 
gewachsenen Zellen kein Unterschied nachgewiesen werden. Zudem haben auch die 
Bedingung der Hyperglykämie und der Einfluss von Salbutamol keinen signifikanten 
Unterschied in der E-Selektin Expression hervorgerufen.  
Endotheliales Wachstum, Regeneration und Wachstumsgeschwindigkeit werden von vielen 
Faktoren beeinflusst und durch zahlreiche Mechanismen geregelt. Hyperglykämie ist ein 
Zustand, der mit einer Beeinträchtigung der Endothelregeneration vergesellschaftet ist (Curcio 
& Ceriello, 1992; Graier et al., 1995; Hamuro et al., 2002), was wiederum vaskuläre Schäden 
versursacht. In vorliegender Arbeit wurde gezeigt, dass das Endothel unter hyperglykämische 
Zustand viel langsamer in den Spaltbereich einwanderte, als das Endothel in der 
Normoglykämie. Das bestätigt, dass Hyperglykämie in PAEC einen signifikant negativen 
Einfluss auf das Zellwachstum und die Zellmigration hatte. Wahrscheinliche Ursachen können 
die Veränderung der Zell-Zell-Kontakte durch Proteinkinase C Aktivierung (Inoguchi et al., 
2001), eine Auswirkung der Hyperglykämie auf das Zytoskelett (Inoguchi et al., 2001), 
gebildete Advanced Glycation Endproducts, vor allem einer posttranslationalen Glykierung 
unterzoger bFGF (engl. basic Fibroblast Growth Factor), der die mitogene Aktivität der Zellen 
senkt (Duraisamy et al., 2003; Giardino et al., 1994) sein. 
Verlangsamtes Zellwachstum unter Hyperglykämie deutet darauf hin, dass auch die 
Funktionalität der Endothelzellen unter hyperglykämischen Bedingungen vermindert sein 
könnte. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch keinen Unterschied in 
Expression der eNOS unter Hyperglykämie. In Bezug auf die Aktivität des Co-Enzyms der 
eNOS (NADPH-Diaphorase-Aktivität) wurde bei hyperglykämisch kultivierten Endothelzellen 
eine grenzwertig signifikant erniedrigte Aktivität im Vergleich zur Normoglykämie im 
konfluenten Bereich, jedoch nicht im Spaltbereich, des Wound-Healing-Assays beobachtet. 
Andere Studien, die den Einfluss der Hyperglykämie auf Endothelzellen untersuchten (Kabat 
et al., 2004; Kabat & Dhein, 2006; Olbrich et al., 1995, 1996; Salameh et al., 1997), berichteten 
über eine Funktionsminderung der eNOS unter Hyperglykämie. Im Unterschied zu dieser 
Arbeit herrschte in anderen Fällen eine Konfluenz zwischen den untersuchten Zellen. Es ist 
möglich, dass sich die Zellkulturen in Konfluenz anders als nicht konfluente Zellkulturen 
verhalten. Vermutlich hat die Ausreifung der Zellen, ihre Zell-Zell-Kontakte und ihr 
Ruhezustand, statt eines Wachstumszustands, in welchem sich die Zellen im Wound-Healing-
Assay befanden, einen großen Einfluss auf die Funktionalität der Zellen, sowie die 
Hyperglykämieeinwirkung auf die Zellen. 
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Weiterhin wurde in dieser Arbeit eine mögliche Auswirkung der Gefäßverletzung (z.B. durch 
Ballonkatheterdilatation oder Stenting) auf die Endothelzellfunktion analysiert. Dabei konnte 
man beobachten, dass die eNOS-Expression in PAEC sowohl in konfluenten Zellen als auch in 
Spalt-Zellen gleich blieb. Bei der NADPH-Diaphorase-Aktivität fand sich jedoch ein 
Unterschied: die nachgewachsenen Spalt-Zellen wiesen eine niedrigere Aktivität des 
Co-Enzyms auf als die konfluenten Zellen. Daraus kann geschlossen werden, dass das 
nachgewachsene Endothel wahrscheinlich weniger NO bilden kann. Diese Vermutung 
impliziert, dass Patienten, die einer Ballonkatheterdilatation und Stenting unterzogen wurden, 
eine Endothelfunktionsminderung der betroffenen Stellen - zumindest in der frühen Phase nach 
Regeneration - besitzen und dadurch ein erhöhtes Risiko für Re-Stenosen und Thrombosen 
haben.  
Positive Effekte auf Endothel durch ß2-Adrenozeptor Agonismus wurden von Salameh und 
Dhein (1998), Kabat et al. (2004), Olbrich et al. (1999) untersucht, wo die negative Effekte der 
Hyperglykämie durch die Stimulation von ß2-Adrenozeptoren antagonisiert werden können. In 
dieser Arbeit wurde jedoch keine Wirkung von Salbutamol (ß2-Adrenozeptor-Agonist) auf 
hyperglykämisch kultivierten PAEC gesehen. Die nicht erreichte Konfluenz zusammen mit 
dem fehlenden Ruhezustand der Zellen könnten nicht nur auf die Wirkung der Hyperglykämie, 
sondern auch auf die Zellenreaktionen auf Arzneistoffe (wie Salbutamol) einen Einfluss haben. 
Schließlich ist anzunehmen, dass das Ausreifen der Zellen und Erreichen des 
Konfluenzstadiums für die Funktion der Zellen von Bedeutung ist. Folglich müssten die Zellen 
im konfluenten Endothel anders auf metabolische Effekte ansprechen als Zellen, die keine 
Konfluenz erreicht haben. Somit sind das schnellstmögliche Wachstum des verletzten 
Endothels und die Wiederherstellung der lückenlosen Endothelzellschicht von wesentlicher 
Relevanz für die Funktionalität des Endothels als vollständiges Organ. 
Die fehlenden Expressionsunterschiede des E-Selektins können in dieser Arbeit auf den 
unterschiedlichen Entzündungsgrad in in vitro Experimenten (Azcutia et al., 2010) 
zurückgeführt werden. 
Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde könnten auf die klinische Konstellation 
übertragen bedeuten, dass regeneriertes Endothel tatsächlich im Bereich einer 
Endothelverletzung durch Ballonkatheterdilatation und Stenting funktionell weniger aktiv ist 
und somit auch weniger NO aufgrund der geringeren Aktivität des Co-Enzyms NADPH 
Diaphorase bilden kann. Da NO einen wesentlichen antiagreggativen und dilatativen Effekt hat, 
kann die vorliegende Arbeit hiermit eine mögliche Erklärung für die häufig beobachteten frühen 
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Tabelle 1 - Anhang: Die Mittelwerte ± SEM der eNOS in PAEC. 
 Spaltbereich Konfluenzbereich 
Normoglykämisch 210 ± 10 213 ± 12 
Hyperglykämisch 202 ± 11 208 ± 11 
Normoglykämisch + Salbutamol 188 ± 13 190 ± 14 
Hyperglykämisch + Salbutamol 205 ± 12 219 ± 13 
Osmotische Kontrolle mit L-Glucose 201 ± 11 210 ± 12 
 
Tabelle 2 - Anhang: Die Mittelwerte ± SEM der E-Selektin in PAEC. 
 Spaltbereich Konfluenzbereich 
Normoglykämisch 31,60 ± 1,30 35,82 ± 2,37 
Hyperglykämisch 34,05 ± 1,86 35,83 ± 2,97 
Normoglykämisch + Salbutamol 33,32 ± 2,13 36,78 ± 3,16 
Hyperglykämisch + Salbutamol 31,33 ± 1,44 33,32 ± 2,76 
Osmotische Kontrolle mit L-Glucose 31,87 ± 1,71 32,82 ± 1,83 
 
Tabelle 3 - Anhang: Die Auswertung der Expression von NADPH-Diaphorase-Aktivität. Dargestellt 
sind die p-Werte. Die Signifikanz ist mit * markiert. 
 p-Wert 
Effekt von Glukosekonzentration 0,539 
Effekt von Salbutamol 0,573 
Effekt von Zellwachstumsort  <0,001* 
Interaktion Salbutamol auf Glukosekonzentration 0,350 
Interaktion Salbutamol auf Zellwachstumsort 0,344 
Interaktion Glukosekonzentration auf Zellwachstumsort 0,906 
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